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Résumé 
Les prostaglandines modulent d’importants rôles physiologiques. Elles sont aussi impliquées 
dans le développement d’une variété de conditions pathologiques telles l’inflammation, la 
douleur et le cancer. La prostaglandine PGF2α et son récepteur (récepteur FP) se trouvent 
impliqué dans la modulation de nombreuses pathologies tels lors de l’accouchement préterme 
et le cancer colorectal. Récemment, nous avons fait partie d’un groupe de recherche ayant 
développé des modulateurs allostériques du récepteur FP.  
 Dans une première étude, l’action du PGF2α sur le déclenchement des contractions 
myométriales a été évaluée, car peu d’information est connue sur la signalisation de cette 
prostaglandine lors de l’accouchement. Ainsi, nous avons utilisé un peptidomimétique de la 
deuxième boucle extracellulaire, dénommée PDC113.824. Nos résultats ont démontré que le 
PDC113.824 permettait de retarder la mise bas chez des souris gestantes, mais agissait de 
manière différente sur les multiples voies de signalisation de la PGF2α. Ainsi, le PDC113.824 
inhibait la voie RhoA-ROCK, dépendante de l’activation de la protéine Gα12 par le. Les 
protéines RhoA-ROCK sont des acteurs clés dans le remodelage du cytosquelette d’actine et 
des contractions myométriales lors de l’accouchement. De plus, le PDC113.824 en présence 
de PGF2α agit comme un modulateur positif sur la voie dépendante de l’activation de la 
protéine Gαq. Le PDC113.824 serait donc un modulateur allostérique non compétitif 
possédant des actions à la fois de modulateurs positifs et négatifs sur la signalisation du 
récepteur FP  
 Dans une seconde étude, des analogues du PDC113.824 ont été conçus et analysés 
dans un second modèle pathologique, le cancer colorectal. Ce cancer possède de hauts 
niveaux  de récepteur FP. Nous avons donc étudié le rôle du récepteur FP dans le 
développement et la progression du cancer colorectal et l’effet de modulateurs allostériques. Il 
est généralement accepté que dans le cancer colorectal, la prostaglandine PGE2 permet la 
croissance et l’invasion tumorale, ainsi que l’angiogenèse. Toutefois, peu d’informations sont 
connues sur le rôle du PGF2α dans le cancer colorectal. C’est dans ce contexte que nous avons 
décidé d’examiner la contribution de ce récepteur dans la progression du cancer colorectal et 
cherché à déterminer  si la modulation des fonctions du récepteur FP a un impact sur la 
croissance de tumeurs colorectales. Nos recherches ont révélé que l’activation du récepteur FP 
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permet la migration et la prolifération de plusieurs lignées cellulaires humaines et murines 
d’adénocarcinomes colorectaux. Dans ce contexte, nos expériences ont  démontré que la 
migration des cellules cancéreuses était dépendante de l’activation de la voie Rho. Nos 
résultats démontrent qu’en effet, l’activation de RhoA, une petite GTPase clé de la voie Gα12, 
est inhibée de façon sélective par nos composés. De plus, nos molécules allostériques sont 
également efficaces pour inhiber la voie de signalisation de la ß-caténine, une protéine 
impliquée dans la genèse du cancer colorectal. In vivo, le traitement de souris avec un des ces 
modulateurs a permis une inhibition effective de la croissance tumorale. Dans l’ensemble, nos 
résultats suggèrent donc que les modulateurs allostériques des récepteurs FP pourraient 
constituer une nouvelle classe de médicaments utilisés pour le traitement du cancer colorectal.                    
Mots-clés : Prostaglandines, PGF2α, récepteur FP, modulation allostérique, RhoA, β-caténine, 
cancer colorectal 
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Abstract 
 Prostaglandins play many important physiological roles. They are also involved in the 
development of a variety of pathological conditions such as inflammation, pain and preterm 
labor. The prostaglandin PGF2α and the FP receptor are implicated in the modulation of many 
pathological diseases, for example in preterm labor and in colorectal cancer. Our group has 
recently developed FP receptor allosteric modulators and focused on the role of this receptor 
and its ligand PGF2α in different models. 
  In a first study, the action of PGF2α on myometrial contraction was evaluated because 
there is little information about the pathway signalling regulating these contractions. We used 
a peptidomimectic whose structure is based on the second extracellular loop of the FP 
receptor and who is an inhibitor of parturition in mice, the PDC113.824. Our results have 
demonstrated that PDC113.824 is able to delay parturition in mice, affecting multiple 
pathways activated by the FP receptor and PGF2α. PDC113.824 inhibited the PGF2α mediated 
activation of the Gα12 dependent activation of the RhoA-ROCK signalling pathway. RhoA 
and ROCK proteins are keys actors in the remodelling of actin cytosqueleton and in 
myometrial contractions. Furthermore, PDC113.824 with the presence of PGF2α acted 
positively by increasing the activation of the Gαq pathway. Our finding suggests that 
PDC113.824 is an allosteric modulator with dual actions, acting in a positive and negative 
way on the FP receptor signalling.  
 In a second study, analogues of PDC113.824 were made and analysed in a second 
pathological model, colorectal cancer development and progression. Colorectal cancer seems 
to posses high levels of FP receptor but it is generally accepted that PGE2 promotes tumor 
growth, invasion and angiogenesis. However, little is known about the effect of PGF2α in 
colorectal cancer and only one report has suggested that this prostaglandin can stimulate 
motility and invasion. Its in this context, whether modulation of FP receptor function can 
impact colorectal tumors growth remains to be defined. Using our allosteric modulator, we 
investigated the contribution of FP receptor in the malignant progression of colorectal cancer. 
Our findings indicate that activation of FP receptors promote migration and proliferation of 
different human and murine colorectal cell lines. In this context, we demonstrated that this 
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migration was dependent upon the activation of the Rho signalling pathway. Our results 
indicate that the activation of RhoA, a key small GTPase of the Gα12/13 pathway, is selectively 
inhibited by our compounds. We also showed that our allosteric modulator could act 
negatively on the β-catenin pathway, which is a protein with multiple effects on the 
progression of colorectal cancer. In vivo, treatment of mice with one this allosteric modulator 
is effective in inhibiting colorectal tumor growth in a xenograph mouse model. Together these 
findings suggest that PGF2α and the receptor FP, may play a considerable role in the 
development and progression of colorectal cancer. 
 
Keywords: Prostaglandin, PGF2α, FP receptor, allosteric modulator, RhoA, β-catenin, 
colorectal cancer 
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ʺ″And once the storm is over, you won’t 
remember how you made it through, how you 
managed to survive. You won’t even be sure, 
whether the storm is really over. But one thing 
is certain. When you come out of the storm, you 
won’t be the same person who walked in. That’s 
what this storm’s is all about.ʺ″ - Haruki Murimi  
À ma famille et ma « clique » 
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Chapitre I. Introduction 
I.1. Physiologie humaine 
Le corps humain est une machine extraordinaire possédant de nombreux niveaux de 
complexité lui permettant de se maintenir en vie grâce à des fonctions telles le mouvement, 
la digestion, le métabolisme, l’excrétion, la reproduction, pour ne dire que celles-ci. 
L’organisme est formé de plusieurs systèmes comme le système musculaire et squelettique 
travaillant conjointement. Cependant, plusieurs autres facteurs sont nécessaires  tels que les 
nutriments, l’eau, l’oxygène et les pressions atmosphériques pour un bon fonctionnement. 
Ainsi, ces derniers sont indispensables pour la survie et doivent être maintenus de façon 
appropriée.  
I.1.1 Mécanisme d’homéostasie 
Au début de XX ième siècle, un physiologiste américain dénommé Walter Cannon 
décrivit le terme « homéostasie » comme la capacité de maintenir une stabilité relative du 
milieu interne malgré les fluctuations constantes attribuées à l’environnement (Marieb, 
1999). Cependant, l’homéostasie du corps ne peut être désignée comme un état de stabilité 
statique, mais plutôt comme un état d’équilibre dynamique dans lequel des situations 
corporelles internes peuvent varier. Ces fluctuations internes peuvent découler de n’importe 
quel système du corps, soit en contrôlant la concentration de nutriments dans le sang ou la 
régulation de la température corporelle. Plusieurs processus, chimiques, thermiques ou 
neurologiques interagissent entre eux pour le maintien d’un être en santé. 
La communication intersystème se déroulant entre les parties de l’organisme est 
essentielle à l’homéostasie et deux systèmes sont primordiaux dans son maintien : le 
système nerveux central et le système endocrinien. Le système nerveux permet d’établir des 
liaisons grâce aux influx nerveux transmis dans les nerfs et le système endocrinien utilise 
des hormones transportées par le système sanguin. 
N’importe quel facteur régulé par ces deux systèmes emploie trois éléments 
interdépendants pour permettre une communication efficace. Ces éléments sont le 
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récepteur, le centre de régulation et l’effecteur. Le récepteur agit tel un capteur de stimulus 
environnant et réagit face à tout changement dans celui-ci. Ces stimuli détectés seront 
relégués au centre de régulation par une voie afférente à ce centre. Par la suite, une réponse 
sera envoyée par une voie efférente vers un effecteur. Cet effecteur aura comme objectif de 
produire une rétroaction face au stimulus envoyé. Deux réactions peuvent découler de cette 
rétroaction: le mécanisme de rétro-inhibition et le mécanisme de rétro-activation (Marieb, 
1999). 
La rétro-inhibition permet de mettre fin au stimulus de départ ou d’en réduire 
l’intensité. La diminution de la glycémie par l’insuline en serait un bel exemple. Le 
mécanisme de rétro-activation a pour but d’amplifier ou d’augmenter le stimulus de départ, 
entraînant ainsi une augmentation de l’activité. On peut prendre comme exemple ici le 
mécanisme de libération de glucose dans le sang par l’action du glucagon. 
I.1.2 La cellule eucaryote : l’unité fondamentale du corps humain 
La cellule eucaryote est l’unité fondamentale de tout organisme vivant. La 
complexité de sa structure permet un bon déroulement des processus métaboliques 
nécessaires à sa survie. Sans entrer dans les détails, cette dernière comporte habituellement 
le matériel suivant : un noyau, un cytoplasme possédant de multiples organelles 
(ribosomes, réticulum endoplasmique, Golgi) et une membrane plasmique. Le noyau 
contient l’ADN, élément primordial dans la fabrication de protéines par les ribosomes. Le 
cytoplasme est un liquide composé principalement d’eau et d’autres structures secondaires 
tout aussi importantes. Par contre, l’emphase sera mise ici sur la membrane plasmique. 
I.1.2.1 La membrane plasmique 
La membrane plasmique délimite le volume de la cellule et constitue une barrière 
entre le cytoplasme et le milieu extérieur. Selon le modèle de mosaïque fluide de Singer et 
Nicolson (Nicolson, 2014; Singer et al., 1972) , la membrane plasmique est une structure 
fine et formée d’une bicouche en grande partie composée de phospholipides. Cette 
bicouche de phospholipides contient de nombreuses molécules de cholestérol et des 
protéines. Tel qu’illustré dans la figure 1, cette double couche possède des protéines 
membranaires et des glycoprotéines. Comme illustrée dans la figure 1, on classifie les 
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protéines membranaires en deux catégories, soit les protéines périphériques et les protéines 
transmembranaires (Sherwood, 2006, 2008). Les protéines périphériques, dans lesquelles 
on retrouve de multiples enzymes, ne font pas partie intégrante de la membrane plasmique. 
En effet, elles s’insèrent plutôt dans la bicouche de phospholipides, sans toutefois la 
traverser. De plus, elles utilisent parfois des protéines transmembranaires pour s’ancrer. 
Pour ce qui est des protéines transmembranaires ou intramembranaires, celles-ci font partie 
intégrante de la bicouche de phospholipides et traversent complètement la membrane 
plasmique, en faisant saillie des deux cotés. Ces protéines possèdent ainsi une partie 
hydrophobe que l’on retrouve à l’intérieur de la membrane phospholipidique et une seconde 
région hydrophile, se retrouvant dans le milieu externe de cette dernière (Marieb, 1999). 
De nombreux messagers moléculaires sont en contact avec la membrane plasmique 
et ses protéines transmembranaires. On trouve ainsi plusieurs hormones, 
neurotransmetteurs et facteurs trophiques dans ces messagers. Ceux-ci permettront de 
mettre en marche diverses fonctions cellulaires telles que la survie, la division, la 
différenciation, l’apoptose, etc. Par contre, pour assurer ces fonctions diverses, ces 
messagers devront être reconnus par leurs protéines transmembranaires respectives. Ainsi, 
plusieurs classes de protéines intramembranaires existent. Ces protéines peuvent servir au 
transport d’ions de type actif (ex : la pompe-ATPase à sodium [Na+] et potassium [K+] ) ou 
passif (ex. : le canal ionique au glucose Glut1), à la reconnaissance intercellulaire (ex.: les 
glycoprotéines), au modelage et à l’adhésion cellulaire (ex. : jonctions serrées, 
desmosomes) et à la signalisation cellulaire (ex. : les récepteurs couplés aux protéines G de 
la rhodopsine ou le récepteur tyrosine-kinase de l’EGF) (Sherwood, 2006). La section 
suivante mettra l’emphase sur une grande classe de protéines transmembranaire, les 
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), essentielle dans le maintien de processus 
fondamentaux dans la cellule et dans la coordination de multiples fonctions intracellulaires.  
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Figure 1. Membrane plasmique et ses composantes.  
La membrane plasmique est composée d’une double couche de phospholipides dans laquelle on retrouve des 
protéines ancrées. Les protéines intramembranaires traversent entièrement la membrane tandis que les 
protéines dites périphériques sont attachées à la surface de la membrane. On retrouve sur la surface externe de 
la membrane plasmique de courtes chaînes d’hydrates de carbone reliées à des lipides ou des protéines. Image 
tirée de Marieb (1999). 
I.2 Les récepteurs couplés aux protéines G 
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) font partie d’une grande classe de 
protéines transmembranaires. Plusieurs processus biologiques telles les réponses 
immunitaires, la perception, la neurotransmission, l’activité cardiovasculaire, etc., utilisent 
cette classe de récepteur. De ce fait même, les RCPG sont associés à de multiples maladies 
et les industries  de  recherche pharmacologiques et pharmaceutiques utilisent ces 
récepteurs comme cibles thérapeutiques. Ainsi, plus de la moitié des médicaments 
présentement sur le marché joue sur l’activité des RCPG. 
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I.2.1 Structure des RCPG   
Les RCPG sont des protéines bien caractérisées. En 2012, le prix Nobel de chimie a 
été décerné à deux scientifiques américains, Robert J. Lefkowitz et Brian K. Kobilka, pour 
leurs études approfondies des RCPG (Clark, 2013). Leurs découvertes ont permis une 
meilleure compréhension de la structure et de la signalisation de ces récepteurs (ex : le 
récepteur β-adrénergique). Plus de 1000 gènes encodant ces protéines ont été répertoriés 
suite au séquençage du génome humain (Fredriksson et al., 2003). De ce nombre, 600 
seraient exprimés au niveau du système olfactif. Plus de 350 de ces gènes encoderaient 
pour la détection d’hormones, de facteurs de croissance et pour la détection de ligands 
endogènes. Plus de 150 des RCPG retrouvés dans le génome humain sont considérés 
comme des récepteurs orphelins, car leurs fonctions sont encore inconnues (Vassilatis et al., 
2003). Les RCPG sont responsables de la sensibilité cellulaire à de nombreux stimuli 
extracellulaires tels les photons, ions, hormones, protéines et petites molécules 
(prostaglandines, amines, etc.) (Perez et al., 2005). Les RCPG sont aussi d’importants 
acteurs dans le domaine pharmacologique, car plus de 50% des médicaments sur le marché 
ciblent ces récepteurs (Salon et al., 2011). 
Tout d’abord, les RCPG font partie de la famille des protéines transmembranaires 
(TM). Elles permettent la transmission d’un signal provenant du milieu extracellulaire vers 
le milieu intracellulaire. Cette transmission peut avoir lieu grâce à l’activation d’une 
protéine G hétérotrimérique. Chaque membre des RCPG a une structure similaire pouvant 
être décomposée en trois parties : un segment constitué de sept hélices α transmembranaires 
hydrophobes (TM1 à TM7) connectées à une seconde section formée de trois boucles 
extracellulaires (ECL1, ECL2 et ECL3) et une dernière partie composée de trois autres 
boucles intracellulaires (ICL1, ICL2 et ICL3). La structure des RCPG se termine par deux 
extrémités distinctes : une queue extracellulaire amino-terminale et une seconde extrémité 
intracellulaire carboxy-terminale (Tuteja, 2009). La longueur des RCPG peut varier entre 
311 et 1500 résidus d’acides aminés. Les sept domaines TM hélices α des RCPG sont 
arrangés pour former un cœur central en forme d’anneau, presque entièrement hydrophobe. 
Les acides aminés hydrophobes sont arrangés pour faire face à la membrane bilipidique. 
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Les boucles extracellulaires peuvent être glycosylées et contiennent deux résidus 
cystéine, grandement conservés (Latek et al., 2012; Tuteja, 2009). Ces résidus cystéine, un 
sur chaque boucle ECL1 et ECL2, créent des ponts disulfures. Ces derniers vont permettre, 
suite à une liaison avec un ligand, de stabiliser la structure du récepteur entre les hélices α 
et d’effectuer les changements de conformation nécessaires pour le couplage à la protéine 
G. Les boucles intracellulaires renferment des résidus sérine ou thréonine qui serviront de 
site de phosphorylation pour les kinases des protéines G (G protein Receptor Kinases ou 
GRKs) (Pingret et al., 1998; Tuteja, 2009). Ces régions possèdent aussi des résidus 
asparagine et des motifs pour la N-glycosylation permettant le trafic intracellulaire de 
récepteurs à la membrane plasmique. Les interactions entre hélices α contribuent à la 
fonctionnalité de la structure tertiaire du RCPG. En effet, ces interactions sont nécessaires 
pour le bon repli et la stabilité du récepteur, pour la liaison du ligand et pour les 
changements de conformation remarqués suite à la présence du ligand. Ainsi, une mutation 
des domaines TM peut provoquer d’énormes effets néfastes (Baldwin, 1993; Tuteja, 2009).  
Les RCPG possèdent des segments d’homologie entre eux qui se localisent au 
niveau des sept passages TM (Oliveira et al., 1999). Des variations dans les segments de 
RCPG sont remarquées au niveau des queues amino-terminales ou carboxy-terminales et 
sur les boucles se situant entre TM5 et TM6 (Kobilka, 2007). La région ECL2 est un 
segment important pour l’entrée du ligand dans la pochette de liaison du RCPG et la 
spécificité du récepteur face au ligand (Venkatakrishnan et al., 2013).  
La partie C-terminale des RCPG peut présenter un site de palmitoylation constitué 
d’une ou de plusieurs cystéines. Suite à ces modifications post-traductionnelles, la 
palmitoylation de ces acides aminés va permettre l’ancrage de la queue C-terminale dans la 
membrane plasmique (Ross, 1995). En dernier lieu, les RCPG peuvent créer des structures 
homodimériques ou hétérodimériques. Cette dimérisation de récepteur est maintenant 
largement acceptée dans le domaine scientifique. Ces structures permettent de moduler les 
interactions avec les protéines lors du processus d’internalisation, de signalisation, de 
maturation et lors du transport de récepteur (Ayoub et al., 2002; Terrillon et al., 2004). 
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I.2.2 Classification des récepteurs couplés aux protéines G 
De multiples classifications ont été créées pour les RCPG. Ces classifications 
découlent des homologies de séquence remarquées dans la structure de ces récepteurs. 
Récemment mis au point, le modèle de classification le plus utilisé est le GRAFS (Perez, 
2005; Schioth et al., 2005). Ce modèle divise les RCPG en cinq familles phylogéniques, 
soit celle du glutamate (G), de la rhodopsine (R), de l’adhésion (A), de frizzled /taste2 (F) 
et de la sécrétine (S) (Schioth et al., 2005). 
 
• Famille de récepteur glutamate (G) 
 
Les récepteurs de la famille glutamate possèdent un domaine de reconnaissance du 
ligand situé sur la longue queue N-terminale. Cette extrémité amino-terminale est formée 
de deux lobes distincts entourant une cavité. Pour cette classe de récepteur, le ligand se loge 
dans cette cavité. Ainsi, on surnomme la structure composée par les deux lobes et la cavité 
« Venus fly trap » (Brauner-Osborne et al., 2007). Les récepteurs de détection du calcium 
(CASR), les deux récepteurs de l’acide γ-aminobutyrique (GABA) et les huit récepteurs 
métabotropiques du glutamate (GRM), font partie intégrante de cette famille (Latek et al., 
2012).  
 
• Famille de récepteurs rhodopsine (R) 
 
La famille de récepteur rhodopsine est la plus grande famille de RCPG. La 
crystallographie du premier RCPG fut celle du récepteur de la rhodopsine (Palczewski et 
al., 2000). Cette famille possède un motif NSxxNPxxY (Asparagine-Sérine-X-X-
Asparagine-Proline-X-X-Tyrosine)(Lu et al., 2001) situé à la fin du septième passage TM 
et un motif DRY (Acide glutamique-Arginine-Tyrosine) au début de la deuxième boucle 
intracellulaire ICL2 qui servent tous deux dans la conformation structurelle du récepteur et 
à la reconnaissance du ligand (Rovati et al., 2007). Les ligands de cette famille de 
récepteurs se lient dans une cavité entre les passages TMs. La plupart de ces récepteurs 
possèdent une petite extrémité N-terminale, sauf ceux liant des glycoprotéines hormonales 
telles LH (hormone lutéïnisante), TSH (thyréostimuline) et FSH (hormone folliculo-
stimulante) (Palczewski et al., 2000).   
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• Famille de récepteurs adhésion (A) 
 
Les récepteurs de la famille adhésion possèdent plusieurs dispositifs uniques à cette 
famille. Tout d’abord, celle-ci contient une longue queue N-terminale possédant de 
nombreux résidus sérine et thréonine (Paavola et al., 2012). Ces résidus agissent comme 
sites de glycosylation O et N qui leur permettent de former des contacts entre cellules ou 
avec la matrice extracellulaire (Gu et al., 2012). Les récepteurs A détiennent des sites 
protéolytiques de RCPG (GPCR proteolytic site ou GPS) à l’extrémité N-terminale, 
pouvant être reconnus par d’autres protéines d’adhésion comme la lectine ou la cadhérine. 
On retrouve plus d’une trentaine de récepteurs de cette famille dans le génome humain 
(Bjarnadóttir et al., 2004). 
 
• Famille de récepteur frizzled/taste 2 (F) 
 
  Les récepteurs de la famille frizzled détiennent maintes fonctions dans le contrôle 
de la survie cellulaire et la polarité (Kristiansen, 2004; Schiöth et al., 2005). Ces récepteurs 
ont une queue N-terminale de 200 acides aminés avec un motif conservé de cystéine. Ce 
motif sert à la liaison de Wnt, une glycoprotéine importante dans la voie de signalisation 
Wnt (Lagerstrom et al., 2008). Cette famille contient aussi les récepteurs du goût (Taste 
receptor type 2 ou TAS2), car ces récepteurs possèdent une correspondance phylogénique 
avec le récepteur frizzled (Schiöth et al., 2005). 
 
• Famille de récepteur sécrétine (S) 
  
Les récepteurs de la famille des sécrétines sont au nombre de quinze. On retrouve les 
récepteurs de l’hormone parathyroïde (PTHR), de la calcitonine et du glucagon. Ces 
récepteurs se partagent une séquence d’homologie se situant entre 21 et 67 %. Ils possèdent 
tous une longue queue N-terminale contenant entre 60 et 80 acides aminés (Lagerstrom et 
al., 2008) dans laquelle on retrouve beaucoup de variations de séquence. Cette queue N- 
terminale sert à la liaison de ligands de grande taille. Sur la majorité des récepteurs de cette 
famille, on retrouve un réseau de trois ponts cystéine conservés au  niveau N-terminal 
(Unson et al., 2002; Vilardaga et al., 2001).  
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I.2.3 Les protéines G hétérotrimériques 
La liaison du ligand avec le RCPG entraîne un changement de conformation de 
celui-ci. Cette transition en conformation tridimensionnelle permet au récepteur d’activer 
des protéines G hétérotrimériques importantes pour la poursuite de la cascade de 
signalisation. Tout d’abord, les protéines G contiennent toutes trois sous-unités : Gα, Gβ et 
Gγ qui possèdent des structures et fonctionnalités différentes. 
I.2.3.1 Les sous unité Gα  
Les sous-unités Gα des protéines G sont des protéines de 39 à 52 kDa. On retrouve 
16 gènes dans le génome humain codant pour 23 protéines Gα. On sépare les sous-unités 
Gα en quatre classes, basées sur la similarité de leur séquence : Gαs, Gαi, Gαq et Gα12/13 
(Baltoumas et al., 2013). La classification des sous-unités Gα est mentionnée dans le 
tableau I. 
La sous-unité Gαs stimule l’adénylate cyclase (AC) pour permettre la production 
d’adénosine monophosphate cyclique ou AMP cyclique. Les sous-unités Gαi inhibent l’AC 
produisant une baisse d’AMP cyclique (Smrcka, 2013). Pour ce qui de la classe Gαq, cette 
sous-unité active de nombreuses protéines effectrices telles la phospholipase C et ses 
isozymes, permettant la fabrication des seconds messagers diacylglycérol (DAG) et inositol 
triphosphate (IP3) (Liu et al., 2004). De même, Gαq active une p63RhoGEF, un facteur 
d’échange lié à l’activation de la protéine RhoA (Momotani et al., 2012). En dernier lieu, la 
classe ubiquitaire Gα12/13 active les phospholipases C et D et régule RhoA par l’activation 
d’effecteur de type RhoGEF (Bunney et al., 2011). Les effecteurs de cette classe de sous-
unité Gα possèdent des domaines d’homologie Dbl (DH) et pleckstrine (PH) (Lebon et al., 
2012; McCudden et al., 2005; Tuteja, 2009). 
Au niveau de l’extrémité N-terminale des sous-unités Gα, des acides gras myristates 
et/ou palmitates s’y attachent par N-myristoylation et N-palmitoylation (Chen et al., 2001). 
La palmitoylation permet à la sous-unité Gα de s’attacher à la membrane plasmique, tandis 
que la myristoylation contribue à sa localisation (Peitzsch et al., 1993). Ces ajouts d’acides 
gras permettent aussi de réguler et de stabiliser les interactions avec certaines protéines 
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comme l’adénylate cyclase, les RCPG et le dimère Gβγ (Chen et al., 2001; Smotrys et al., 
2004). La structure de la sous-unité Gα comporte un domaine GTPase et un domaine 
hélical. Dans la figure 2, on peut constater que la sous-unité Gα se compose d’un ensemble 
de six hélices α formant une profonde pochette permettant la liaison au nucléotide guanine 
(Lambright et al., 1994; McCudden et al., 2005). Le domaine GTPase permet l’hydrolyse 
du GTP et sert de surface de liaison avec les sous-unités Gβγ. Ce domaine est constitué de 
trois boucles flexibles dénommées les « switches » ou interrupteurs I, II et III. Ces 
interrupteurs changent de conformation suite à la liaison et l’hydrolyse du GTP (Lambright 
et al., 1994; McCudden et al., 2005; Oldham et al., 2008). 
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Tableau I. Classification des protéines G hétérotrimériques. 
Ce tableau représente les cinq familles de protéine G, les sous-types retrouvés dans chacune de ces familles et 
les principaux effecteurs que ces sous-unités activent. Tableau adapté de (Milligan et al., 2006) 
I.2.3.2 Les sous unités Gβγ 
On dénombre cinq sous-unités Gβ et douze sous-unités Gγ dans le génome humain 
(McIntire, 2009) (Tableau I). Ces deux sous-unités forment des dimères et de multiples 
combinaisons sont donc possibles. Les sous-unités Gβ sont des protéines de 35 à 39 kDa. 
Les sous-unités Gγ sont,  quant à elles, de 7 à 9 kDa (Dupre et al., 2009). Gβ contient sept 
répétitions WD-40 qui est une séquence de tryptophane et d’acide aspartique revenant à 
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chaque 40e acide aminé (Lin et al., 2011; Xu et al., 2011). Tel qu’illustré dans la figure 2, 
ces répétitions forment des brins β antiparallèles arrangés autour d’un axe central dénommé 
le « β- propeller » (Gilchrist, 2007 ; Sondek et al., 1996). La sous-unité Gβ se termine par 
une queue N-terminale en forme d’hélice α. Quant à Gγ, elle contient deux hélices α. 
L’hélice N-terminale de Gγ s’enroule avec celle de Gβ et l’hélice C-terminale de Gγ détient 
des points de contact avec le reste de Gβ. Ce dimère ne change pas de conformation lors de 
sa dissociation du complexe formé avec Gα (Fredriksson et al., 2003; Latek et al., 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Structure de la protéine G hétérotrimérique, liée au GDP. 
Image représentant la structure d’une protéine G hétérotrimérique  où la sous-unité Gα en bleu se trouve liée 
au GDP et se trouve entourée des sous-unités Gβ en mauve en Gγ en vert. Tiré de 
www.caymanchem.com/app/template/Article.vm/article/2188. 
I.2.4 Activation des RCPG  
Les récepteurs permettent la conduction d’un signal chimique vers l’intérieur de la 
cellule. Pour les RCPG, les ligands se lient à la surface extracellulaire du récepteur et de 
différentes manières. Ainsi, les membres de la famille de la rhodopsine se lient au niveau 
d’une hélice transmembranaire, tandis que des ligands plus gros, tels les glycoprotéines 
hormonales (ex : hormone thyréostimuline) se lient à la longue terminaison N-terminale 
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(Kristiansen, 2004; Oldham et al., 2008). La liaison du ligand au récepteur provoquera un 
changement conformationnel permettant l’activation de la protéine G. 
Tel que démontré dans la figure 3, à l’état inactif, la sous-unité Gα est fortement liée 
au dimère Gβγ et à la guanosine diphosphate (GDP). Suite à la liaison du ligand sur le 
récepteur ou par une activité constitutive et spontanée, il y aura activation de la protéine G, 
amenant un changement de conformation qui permettra aux ICL du récepteur de se lier et 
d’activer la protéine hétérotrimérique.  
Figure 3. Transmission d’un signal extracellulaire par le récepteur couplé aux protéines G  
Lors de la liaison du ligand au récepteur, la sous-unité Gα convertit le GDP en GTP. Cette conversion apporte 
un changement de conformation qui va permettre la séparation du complexe Gβγ de la sous-unité Gα. Les 
sous-unités Gβγ et Gα pourront réguler l’activité d’effecteurs de protéine. L’activité intrinsèque de Gα permet 
l’hydrolyse du GTP et la réassociation de Gα-GDP avec les sous-unités Gβγ, terminant ainsi le cycle 
d’activité. Image adaptée de Milligan et al. (2006). 
 
Cette activation se fera par le remplacement du GDP en GTP (guanosine triphosphate) sur 
la sous-unité Gα, le GTP étant en plus grande concentration dans la cellule. Il s’ensuivra la 
dissociation du dimère Gβγ de la sous-unité Gα. La sous-unité Gα-GTP et le dimère Gβγ 
pourront activer, chacun de manière respective, divers effecteurs tels que l’adénylate 
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cyclase, la phospholipase C (PLC), des canaux ioniques et des protéines kinases. Ces 
effecteurs vont pouvoir générer des seconds messagers pour la transmission du signal 
intracellulaire. Puisque la sous-unité Gα possède un domaine GTPase intrinsèque, celle-ci 
va pouvoir hydrolyser un phosphate du GTP pour le convertir en GDP. Suite à cela, il y 
aura une réassociation des sous-unités Gβγ avec la Gα, engendrant la fin de la cascade 
d’activation et un retour à l’état inactif (Milligan et al., 2006; Oldham et al., 2008).  
Le domaine GTPase de Gα peut être régulé par des protéines régulatrices de la 
signalisation des protéines G, les RGS. Ces protéines régulatrices sont les kinases de 
protéines G (GRK) et les arrestines (Gurevich et al., 2012; Magalhaes et al., 2012). Ces 
protéines sont reconnues pour permettre la désensibilisation du RCPG, en augmentant 
l’hydrolyse du GTP de la sous-unité Gα de la protéine G, inactivant ainsi cette dernière. En 
plus de désensibiliser le récepteur, les protéines régulatrices de la signalisation des 
protéines G interviennent dans l’initiation et la régulation de l’endocytose des RCPG et 
dans le trafic intracellulaire de récepteur (Ferguson, 2001).  
I.2.4.1 Diversité dans les voies de signalisation découlant des RCPG. 
Les RCPG peuvent posséder de multiples sous-types de récepteurs. Ces sous-types 
font partie d’une même famille de récepteur et possèdent des homologies dans leur 
séquence. Par contre, les voies de signalisation activées par ces différents sous-types 
peuvent être distinctes. L’efficacité lors du couplage du ligand entre les sous-types d’un 
même récepteur peut différer, apportant des niveaux d’intensité et de complexités 
dissemblables dans la réponse engendrée. Par exemple, le récepteur du glutamate (mGluR) 
de type 1 et 5 active les protéines Gαq, tandis que les sous-types mGluR 6, 7 et 8 
interagissent plutôt avec la sous-unité Gαi (McCudden et al., 2005). 
Les protéines G hétérotrimériques apportent un second niveau de complexité dans la 
signalisation des RCPG. En effet, suite à l’activation du récepteur, les sous-unités Gα et 
Gβγ peuvent moduler leurs propres effecteurs, touchant ainsi l’activité ou l’inhibition de 
plusieurs voies moléculaires. Par exemple, suite à une activation d’un RCPG, la sous-unité 
Gαi inhibe l’adénylate cyclase, mais le dimère Gβγ stimule la phospholipase C (Tuteja, 
2009).  
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I.3 Modulation allostérique des récepteurs couplés aux protéines G 
Suite à la découverte des RCPG, il a été mis en évidence qu’un ligand distinct 
pouvait promouvoir de nombreuses voies de signalisation en réponse à sa fixation au 
récepteur. En 1956, Stephenson (Stephenson, 1956) a défini deux caractéristiques d’un 
ligand face à son récepteur, soit l’affinité et l’efficacité. Tout d’abord, l’affinité est 
l’attirance que détient un ligand pour un récepteur. L’affinité serait donc la force 
d’interaction entre un récepteur et son ligand. Une haute affinité pour un récepteur se 
produit lorsqu’une petite concentration du ligand est nécessaire pour une réponse du 
récepteur. En contre partie, une faible affinité s’illustre par une grande concentration du 
ligand au niveau du récepteur pour l’obtention d’une stimulation du récepteur. De plus, un 
ligand possédant une affinité pour le récepteur ne signifie pas nécessairement qu’il se 
produira une réponse (Kenakin et al., 2014; Lambert, 2004), par exemple avec un 
antagoniste. 
Pour ce qui est de l’efficacité, elle est la force de la réponse biologique engendrée 
par la liaison du ligand au récepteur. L’efficacité permet l’excitation cellulaire sous la 
forme de l’activation de voie de signalisation cellulaire. Ainsi, une molécule possédant une 
efficacité élevée peut activer plusieurs voies de signalisation (Kenakin et al., 2014). La 
capacité du ligand de déclencher une réponse sur un récepteur sera considérée comme 
l’activité intrinsèque. Ces termes servent à établir la distinction entre un agoniste et un 
antagoniste (Kenakin et al., 2014; Lambert, 2004). Il est bon de remarquer que l’efficacité 
et l’affinité sont deux concepts indépendants. Un ligand possédant une bonne affinité ne 
signifie pas qu’il possède une bonne efficacité. Par exemple, un antagoniste possède une 
affinité, mais n’a aucune efficacité sur la force de la réponse. 
Le ligand de type agoniste est un ligand qui aura plus d’affinité pour la 
conformation active du récepteur. Ce ligand viendra se lier au récepteur et produira une 
réponse fonctionnelle positive telle qu’illustrée dans la figure 4. Cela entrainera une 
augmentation des réponses induites par l’activation du récepteur en question. On retrouve 
aussi les agonistes dits partiels. Ceux-ci possèdent une bonne affinité au récepteur, mais 
une action plus faible comparativement à l’agoniste complet seul (Bourguet et al., 2010). 
Les antagonistes ou antagonistes neutres (Figure 4) peuvent bloquer ou diminuer les effets 
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de l’agoniste. Il existe deux sortes d’antagoniste, soit les antagonistes compétitifs et les 
antagonistes non compétitifs. L’action d’un antagoniste compétitif peut être annulée en 
augmentant la dose de l’agoniste, car l’action de l’antagoniste est réversible et surmontable, 
et l’antagoniste compétitif se lie au même site que le ligand agoniste. Certains antagonistes 
se situant sur le site orthostérique peuvent aussi être insurmontable. Pour ce qui est des 
antagonistes non compétitifs, ils sont connus comme irréversibles et insurmontables, c’est-
à-dire que l’action de cet antagoniste ne peut pas être surmontée par une augmentation de la 
dose de l’agoniste (Lambert, 2004). En dernier lieu, un agoniste inverse est un ligand 
produisant une diminution du niveau basal de réponse en réponse à la liaison au récepteur 
(Parra et al., 2007). Parfois, certains récepteurs sont actifs de façon constitutive. Un 
agoniste inverse serait capable d’inhiber cette activité constitutive et ainsi posséder une 
efficacité dite négative telle qu’illustré dans la figure 4 (Bourguet et al., 2010; Greasley et 
al., 2006a).  
 
Figure 4. Dose réponse 
Courbe dose réponse illustrant les caractéristiques de molécules agoniste, agoniste partiel, 
antagoniste et agoniste inverse. Image adaptée de Criado et al. (2010) 
 37	  
I.3.1 Modèles conformationnels des RCPG 
Au niveau moléculaire, de nombreux ligands peuvent activer le même RCPG, mais 
avec différents degrés de réponse, augmentant le niveau de complexité dans la réponse 
offerte par ces récepteurs. Plusieurs modèles ont ainsi été mis au point pour tenter de 
clarifier le fonctionnement des RCPG. Le modèle classique d’activation des RCPG, illustré 
dans la figure 5A, explique la pharmacodynamie de la majorité des ligands. Ce modèle de 
complexe ternaire d’équilibre à « deux états » (De Léan et al., 1980) présente deux types 
d’états du récepteur, soit un état actif ou inactif. Le récepteur serait dans un état inactif 
lorsque celui-ci est non lié à la protéine G (forme R), tandis que l’état actif découle du 
couplage de ce récepteur à la protéine G, devenant ainsi active (forme RG). Sous la forme 
RG, le récepteur possède une plus grande affinité pour la protéine G qui, normalement, 
serait sous sa forme couplée au GDP. Ainsi, lors du couplage du récepteur avec la protéine 
G, l’équilibre tend vers l’état RG tandis qu’un agoniste inverse oriente l’état vers la forme 
R non active. Les antagonistes empêchent les ligands endogènes de se lier au récepteur sans 
toutefois affecter l’équilibre récepteur lié/ non lié. Même si ce modèle simple permet une 
représentation conceptuelle de l’activité d’un récepteur couplé aux protéines G, celui-ci 
détient des failles et a grandement évolué au cours des années. 
En effet, le modèle dit à « deux états » renferme de nombreux défauts. Une de ces 
problèmes est que ce modèle ne tient pas compte de plusieurs récepteurs à l’état actif 
(Greasley et al., 2006b). De plus, l’observation d’activité constitutive ne convient pas au 
modèle d’équilibre R : R* (Costa et al., 1989; Costa et al., 1992). Ainsi, d’autres modèles 
tenant compte de cette dernière réalité ont été proposés, tels qu’illustrés dans la figure 5B. 
Le modèle complexe ternaire étendu (Samama et al., 1993) explique la mécanistique 
derrière les effets dépendants ou indépendants d’une molécule agoniste. Un dernier modèle 
a été établi, le complexe cubique ternaire (Figure 5C) (Weiss et al., 1996). Celui-ci tient 
compte de l’association de protéine G avec une forme non active ou active du récepteur, 
permettant ainsi même de démontrer l’influence de la protéine G sur la liaison du ligand et 
l’influence du ligand sur l’interaction avec une protéine G (Greasley et al., 2006b). 
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Figure 5. Évolution du modèle de complexe ternaire pour l’activation des protéines G 
Le complexe ternaire (Fig. 5A) a débuté avec un seul récepteur R qui pouvait se coupler à une protéine G 
suite à la liaison d’un ligand A. Le complexe ternaire étendu (Fig. 5B) a été conçu pour tenir compte de 
l’activation indépendante de la protéine G et de l’activité constitutive du récepteur R*. Le dernier modèle 
développé, le complexe cubique ternaire (Fig. 5C) tient compte que les interactions entre le récepteur et la 
protéine G sont indépendantes de la conformation du récepteur. Image adaptée de Greasley et al. (2006b).  
I.3.2 Sélectivité fonctionnelle 
Traditionnellement, les molécules utilisées en pharmacologie ont été mises au point 
en exploitant le fait que ces molécules seraient reconnues par le site du ligand endogène du 
RCPG. Par contre, il a été mis en évidence que les RCPG pouvaient posséder d’autres sites 
de liaison que celui du ligand endogène, dits sites allostériques. En effet, certains ligands 
peuvent induire un changement conformationnel du récepteur, donnant comme résultat la 
création de différentes cascades de signalisation. Ces ligands qui se lient sur un site autre 
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que celui orthostérique sont nommés modulateurs allostériques. On les nomme 
modulateurs, car ils peuvent altérer la conformation du RCPG pour ainsi moduler les 
nombreuses interactions avec des ligands ou affecter la signalisation intracellulaire 
découlant de protéines intracellulaires telles les protéines β-arrestine (Christopoulos, 2014). 
Ces observations mettent en perspective qu’un ligand peut agir sur un RCPG de façon 
distincte et sélective.  
L’idée qu’un récepteur puisse adopter plusieurs conformations actives a permis de 
mettre au point le modèle d’efficacité pluridimensionnelle, parfois surnommé 
signalisation/agoniste biaisés ou sélectivité fonctionnelle (Galandrin et al., 2007; Kenakin, 
1995). Ce modèle stipule que chaque agoniste peut déclencher une conformation spécifique 
du récepteur (Gilchrist, 2007). Ainsi, un récepteur R peut passer d’un état inactif à actif 
(R*), mais peut posséder un second état actif (R**), car celui-ci possède l’habileté d’avoir 
deux ou plusieurs conformations lui permettant de lier deux ou plusieurs protéines G et 
d’ainsi déclencher plus d’une voie de signalisation (Galandrin et al., 2007; Wang et al., 
2009). Une des premières études ayant démontré le concept de signalisation biaisée a été 
effectué avec le récepteur α2 –adrénergique. En effet, ce récepteur peut se lier à la fois avec 
les protéines Gαs ou Gαi, tout dépendamment du ligand utilisé (Eason et al., 1994). Un 
second exemple de signalisation biaisée, mais ou cette signalisation découle de la protéine 
G, serait le fait que différents nucléotides de type purines sont capables de lier le site actif 
de la protéine Gαs et d’induire des changements de conformation suite à la stimulation du 
récepteur β2-adrénergique (Seifert et al., 1999). Ainsi, certains ligands possèderaient des 
efficacités opposées sur différentes cascades de signalisation, telles qu’illustrées dans la 
figure 6.  
Ainsi, la sélectivité fonctionnelle serait l’aptitude d’un ligand d’induire des 
changements de conformation sur le récepteur, permettant une signalisation sélective d’une 
voie par rapport à une autre (Galandrin et al., 2007; Kenakin, 1995). 
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Figure 6. Sélectivité fonctionnelle.  
Les récepteurs couplés aux protéines G peuvent se coupler à plus d’une protéine G. On peut remarquer une 
sélectivité fonctionnelle lorsque la liaison d’un ligand affecte le type de protéine G qui sera activée. Ainsi, un 
ligand I permettra le couplage avec la protéine Gαi, tandis qu’un ligand II induira plus tôt l’activation de la 
voie Gαq. Image adaptée de Gilchrist (2007) 
 
I.3.4 Généralités sur la modulation allostérique 
En 1965, le concept de modulation allostérique ou de régulation enzymatique a été 
introduit par Monod (Monod et al., 1965) pour expliquer le contrôle d’une enzyme par une 
molécule se liant sur un site distinct et éloigné du site catalytique. Dans les recherches sur 
de nouvelles molécules au potentiel pharmaceutique, la plupart des nouvelles drogues 
identifiées et étudiées sont des ligands orthostériques. Les ligands orthostériques sont des 
molécules entrant en compétition avec le ligand endogène pour sa fixation dans la pochette 
orthostérique du récepteur, permettant l’obtention d’un effet pharmacologique désiré. 
Maintenant, il est reconnu qu’un récepteur couplé aux protéines G possède des sites autres 
que ceux orthostériques. On nomme ces sites, les sites allostériques (Figure 7). Le terme 
allostérique provient du grec allos, signifiant « autre » et stereos signifiant « forme ». Ces 
sites permettent le couplage d’un ligand sur une zone autre que le site orthostérique. Les 
sites orthostériques tiennent compte de l’affinité qu’ils détiennent envers un ligand, tandis 
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que les sites allostériques nécessitent l’agoniste endogène ou un ligand orthostérique 
synthétique lié dans la poche orthostérique pour établir un effet de type coopératif 
(Figure 7).  
  
 
Figure 7. Modulation allostérique.  
Le site orthostérique est l’endroit où viendra se lier le ligand endogène du récepteur. Le site allostérique est un 
endroit sur un site topographique autre que le site orthostérique. La liaison d’une molécule sur le site 
allostérique peut agir de plusieurs façons, en modulant l’activation globale en affectant la liaison et 
l’efficacité du ligand ou en modulant le couplage de protéines G. Image adaptée de Gilchrist (2007). 
 
En raison de leur nature, on considère les RCPG comme des protéines allostériques, 
car ces récepteurs entrent en interaction avec des ligands ou des molécules sur leur domaine 
extracellulaire, leur permettant de changer de conformation pour ainsi lier des protéines au 
niveau de leur domaine intracellulaire. La présence de sites allostériques sur le récepteur 
permet une stimulation supplémentaire par de multiples autres ligands. Ainsi, on peut 
retrouver des ligands allostériques de type agonistes, antagonistes ou agonistes inverses qui, 
en se liant aux sites allostériques, vont permettre l’activation de voies similaires à celles 
induites par une stimulation d’un site orthostérique. On les dénomme ligands ago-
allostériques. D’autres molécules, les modulateurs allostériques, agissent d’une toute autre 
manière et seront décrits plus en détail ci-dessous.  
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I.3.5 Les modulateurs allostériques et leurs caractéristiques 
 Les modulateurs allostériques sont des ligands qui se lient aux sites allostériques du 
récepteur, permettant à ceux-ci de stabiliser une certaine conformation du récepteur. Ces 
modulateurs agissent en perturbant l’équilibre, soit en augmentant ou diminuant l’affinité 
et/ou l’efficacité d’un agoniste orthostérique sur le récepteur. Les modulateurs allostériques 
possèdent plusieurs avantages comparativement aux ligands orthostériques. Voici une liste 
de leurs caractéristiques, illustrées dans la figure 8 
I.3.5.1 Site de liaison 
Les ligands allostériques possèdent des sites de liaisons qui diffèrent du site du 
ligand orthostérique. Ceci est un avantage considérable. Cela permet à ces molécules de 
stabiliser des conformations permettant d’altérer la position de sites sur le récepteur. De 
plus, les modulateurs ne possèdent aucune activité à eux seuls. La présence du ligand 
endogène sur le site orthostérique est nécessaire pour l’obtention d’un signal augmenté ou 
diminué. Les ligands allostériques sont souvent dénommés comme des modulateurs 
allostériques positifs (MAP) et modulateurs allostériques négatifs (MAN). I.3.5.2 
Saturabilité 
Les modulateurs allostériques produisent des effets limités sur le récepteur, car les 
sites allostériques sont saturables. Dû à la présence nécessaire de l’agoniste au récepteur, un 
niveau élevé d’un modulateur positif n’engendrera pas une augmentation dans l’activation 
du récepteur. Ainsi, lorsque tous les sites allostériques sont occupés, plus aucun effet du 
modulateur allostérique ne sera remarqué. Une coopération est donc nécessaire entre les 
sites orthostériques et allostériques, pour déterminer la magnitude et la direction qu’aura 
l’effet du ligand allostérique sur le récepteur en question (Christopoulos, 2014). 
 L’effet de saturabilité des molécules allostériques (Figure 8) permet aussi d’affecter 
la durée et l’intensité des effets du ligand orthostérique. En effet, l’antagonisme 
orthostérique, pour posséder une longue durée d’action, devra être présent en grande 
quantité dans l’environnement du récepteur (Goupil et al., 2012a). Cette concentration 
élevée créera une grande magnitude dans les effets rapportés et l’apparition d’effets 
secondaires non désirés. Ainsi, un autre avantage des molécules allostériques serait qu’elles 
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produisent peu d’effets secondaires, réduisant par le fait même le risque de surdose, lorsque 
comparé avec l’utilisation d’un ligand orthostérique (Gilchrist, 2007; Kenakin, 2012).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8. Caractéristique de la modulation des RCPG 
Les RCPG possèdent des sites de liaison pour des ligands, soit sur un site orthostérique soit sur un site 
allostérique. De plus, les RCPG détiennent des caractéristiques pharmacologiques leur permettant d’établir de 
la modulation allostérique. Les caractéristiques des modulateurs allostériques sont : le site de liaison, la 
saturabilité, la sélectivité, la dépendance à la sonde et l’usage d’un agoniste ou de modulation biaisés. Image 
adaptée de Christopoulos (2014). 
I.3.5.3 Sélectivité  
Puisque le modulateur allostérique stabilise différentes conformations du récepteur, 
cela peut engendrer des réactions modifiées lors de la présence du ligand endogène. 
L’usage de ces modulateurs allostériques permettrait ainsi de sélectionner certaines voies 
de signalisation par rapport à d’autres lors de la stimulation du récepteur (Canals et al., 
2011). Un bel exemple ici de signalisation biaisée serait le récepteur NK2 (Tachykinin 
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receptor 2) et son agoniste la neurokinine A. Suite à une stimulation de NK2 par la 
neurokinine A, on remarque une activation des protéines Gαs et Gαq. Par contre, la présence 
du modulateur allostérique LP1805 sur le site allostérique du récepteur NK2 permet 
d’augmenter l’activation de la voie Gαq et de bloquer la voie Gαs (Maillet et al., 2007; 
Stillman et al., 1999). Ainsi, ce ligand allostérique permettrait une sélectivité fonctionnelle 
sur le récepteur de la tachykinine. 
I.3.5.4 Dépendance à la sonde 
Une autre caractéristique des modulateurs allostériques est leur dépendance à la 
sonde (Figure 8). Un ligand allostérique peut posséder des actions au récepteur qui diffèrent 
pour chaque ligand endogène présent au site orthostérique (Kenakin et al., 2014). Une 
explication de ce terme serait que l’effet d’un ligand allostérique dépend de la nature de la 
sonde, ici le ligand orthostérique. En effet, le ligand orthostérique peut affecter la 
conformation du récepteur à lui seul et altérer la structure du site allostérique. Un exemple 
serait l’antagoniste allostérique, l’aplaviroc pour le traitement du VIH. Cette molécule 
bloque la liaison de la chimiokine CCL3 au récepteur CCR5, mais pas de la 
chimiokine CCL5 (Watson et al., 2005). Ainsi, les termes MAP et MAN peuvent seulement 
être valides et utilisés sous la limite de la connaissance des effets du ligand allostérique 
(Kenakin, 2009). 
I.3.4.5 Agoniste et modulation biaisés 
L’habileté que possèdent les ligands à stabiliser certaines conformations du RCPG 
par rapport à d’autres permettant ainsi l’activation de voies de signalisations distinctes 
serait ici la caractéristique clé d’un modulateur biaisé (Stallaert et al., 2011). Cette 
modulation dite biaisée peut se remarquer avec des ligands allostériques ou orthostériques. 
Un bel exemple serait le peptide TRV120027 pour le récepteur à l’angiotensine AT1A. Tout 
en étant un antagoniste neutre sur la signalisation dépendante des protéines G du 
récepteur AT1A, cette molécule active de façon robuste la signalisation découlant de 
l’activation d’une protéine indépendante des protéines G, la β-arrestine. Ainsi, la β-
arrestine activée provoque une cascade de signalisation incluant la phosphorylation de c-
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Src, eNOS, FAK, c-Jun et ERK1⁄2 (Violin et al., 2010). Cette modulation biaisée peut aussi 
se déclencher lors de la présence d’un modulateur allostérique sur l’effet d’un agoniste 
orthostérique. Un tel exemple de modulation allostérique serait sur le récepteur de la 
neurokinine avec la molécule LP1805, comme décrit dans la section I.3.5.3. 
I.3.6. La boucle ECL2 dans la formation de modulateur allostérique  
 De nombreuses avancées ont été faites grâce à la cristallographie des récepteurs et à 
la résonnance magnétique nucléaire. Une étude de Bokoch et collaborateurs a pu 
déterminer que les domaines extracellulaires des RCPG, en particulier la boucle ECL2, 
jouaient un rôle important dans la modulation des sites orthostériques et allostériques 
(Bokoch et al., 2010) .  Habituellement, on peut identifier une liaison disulfure entre une 
cystéine de la boucle ECL2 et une seconde cystéine sur la région TM3. Cette liaison 
provoque une force sur la boucle ECL2, créant un couplage conformationnel entre la 
surface extracellulaire et le site orthostérique du récepteur. Des études de mutagenèse sur 
des sites ciblés des RCPG ont permis de démontrer que la boucle ECL2 possédait un site 
allostérique. Une étude effectuée en 2010 sur le récepteur muscarinique M2 a démontré que 
des mutations sur la boucle ECL2 et sur le haut du domaine TM7 affectaient l’efficacité de 
ligands orthostériques et des modulateurs allostériques utilisés (Gregory et al., 2010). Ainsi, 
la boucle ECL2 est importante tant dans la liaison d’un ligand orthostérique que dans 
l’activation du récepteur.  
Des anticorps développés contre la boucle extracellulaire ECL2 permettent de 
moduler l’activité d’un récepteur. En effet, des anticorps contre ECL2 ont été utilisés sur le 
récepteur de la somatostatine (SSTR) (Leu et al., 2010). Il a pu être observé que ces 
anticorps agissaient avec des propriétés similaires aux agonistes du SSTR, sans pour autant 
affecter la liaison du ligand au récepteur. Ainsi, ces résultats démontrent que les résidus 
situés dans la boucle ECL2 sont d’importants régulateurs de la sélectivité fonctionnelle des 
RCPG (Goupil et al., 2012a). 
Puisque les boucles ECL peuvent adopter plusieurs conformations, cette 
caractéristique peut être utilisée pour initier une signalisation biaisée sur un récepteur 
particulier. Par le passé, des séquences peptidiques découlant de séquences de régions 
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extracellulaires de protéines ont été conçues et ont permis de moduler l’activité d’un 
récepteur cible. Une étude sur le récepteur V2 de la vasopressine (V2R) (Rihakova, 2009) a 
pu démontrer que l’usage de peptides comportant des résidus des boucles ECL1 ou ECL2 
permettaient une sélectivité fonctionnelle, car ils agissaient tels des modulateurs négatifs 
non compétitifs. De cette façon, le peptide VR397 inhibe la production de PGI2 induite par 
la stimulation de V2R, mais ne produit pas d’adénosine monophosphate cyclique ou le 
recrutement de la β-arrestine 2 (Rihakova, 2009).  
I.3.6.1 THG113, PDC113.824 et molécules CAR10 
Le THG113 serait ici un autre bel exemple de l’importance de la boucle ECL2. Le 
THG113 est un peptide, tel qu’illustré dans la figure 9, dérivant de la jonction entre le 
domaine TM4 et boucle ECL2 (Peri et al., 2002). Ce peptide agit comme un antagoniste 
non compétitif du récepteur FP avec une activité tocolytique, car il retarde la mise bas de 
48 heures en bloquant les contractions utérines chez des souris gestantes injectées avec du 
LPS (Peri et al., 2002). De plus, cette molécule possède des propriétés dites allostériques, 
car il y a modulation du site orthostérique. Du fait que ce peptide vient se situer sur un site 
autre que le site orthostérique, le THG113 affecte la conformation du récepteur FP et 
module certaines voies de signalisation par rapport à d’autres suite à une stimulation à la 
PGF2α. Ainsi, ce peptide inhibait la production d’IP3 et les contractions myométriales 
induites par la PGF2α.  
À partir de la structure du THG113, un peptidomimétique a été développé. Les 
peptides possèdent de nombreux avantages tels une meilleure efficacité et une toxicité 
faible. Par contre, ceux-ci détiennent des limitations telles des hauts niveaux de dégradation 
par le système et une faible stabilité dans le plasma (Vlieghe et al., 2010). Ainsi, un 
peptidomimétique est une molécule imitant un peptide endogène ou une protéine fabriquée 
en 3D, possédant l’habileté d’interagir avec une cible biologique tout en produisant les 
mêmes effets biologiques (Avan et al., 2014). Ce type de molécule détient donc un grand 
potentiel pharmacologique, car les problèmes associés avec les peptides sont outrepassés. 
De plus, d’autres propriétés peuvent être présentes telle une sélectivité envers un récepteur 
(Vagner et al., 2008). Dans une étude effectuée en 2010 en tant que coauteure, nous avons 
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pu mettre au point un peptidomimétique, le PDC113.824, sélectif pour le récepteur FP 
(Figure 9). Cette molécule (possédant un groupe d’acides aminés indolizidine-2-one) 
agissait comme un agent tocolytique in vivo, car il permettait de retarder le début du travail 
induit par la PGF2α ou le LPS chez des souris gestantes (Goupil et al., 2010). L’étude des 
voies de signalisation découlant de l’activation du récepteur FP a permis de constater que le 
PDC113.824 induit une sélectivité fonctionnelle sur la signalisation induite par la PGF2α en 
modulant les voies découlant de l’activation du récepteur FP. 
Lorsque le PDC113.824 est utilisé conjointement avec la PGF2α, cette molécule 
module de manière biaisée deux voies de signalisation. Effectivement, le PDC113.824 
module positivement la voie Gαq –PKC-MAPK en amplifiant l’activation de la PKC et des 
protéines ERK1/2. De plus, ce peptidomimétique module négativement la voie Gα12/13-
RhoA-ROCK, en inhibant l’activation de la protéine Gα12 et l’activation de la protéine 
RhoA (Goupil et al., 2010). Ces découvertes ont fourni une base pour la production de 
plusieurs molécules dénommées CAR10, illustrées dans la figure 9 (Bourguet et al., 2011), 
dans l’espoir d’étudier l’influence de la conformation et de la structure de ces dernières sur 
la modulation du récepteur FP. Ces molécules sont des dérivés azapeptidiques, qui, de plus, 
sont plus faciles à synthétiser. Pour la construction des molécules CAR10.0 à CAR10.4, le 
groupement acide aminé indolizidine 2-one a été remplacé par différents groupements 
azapeptidiques. Cette thèse abordera plus en détail les effets du PDC113.824 et du CAR10 
dans le chapitre III. 
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Figure 9. Structure du peptide THG113 et des peptidomimétiques PDC113.824 et CAR10  
Le octo-D-peptide THG113 est un antagoniste du récepteur FP aux actions tocolytiques. Le 
peptidomimétique PDC113.824 et les analogues CAR10 sont des modulateurs allostériques du récepteur FP. 
Image tirée de Goupil et al. (2010) et Bourguet et al. (2011). 
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I.4 Récepteur FP et le PGF2α 
Les eicosanoïdes sont une grande classe de médiateurs lipidiques qui comprennent 
les leukotriènes, les lipoxines et les prostaglandines (Capra et al., 2014). Le terme 
eicosanoïdes provient du grec eicosa signifiant vingtaine et réfère à la quantité d’unités de 
carbone  que contiennent ces dérivés d’acides gras (Funk, 2001). Ce sont des lipides 
bioactifs faisant partie intégrante de plusieurs processus physiologiques et 
pathophysiologiques. Cette section mettra l’accent sur la sous-classe prostaglandines, en 
particulier la prostaglandine PGF2α et son récepteur, le récepteur FP. 
I.4.1 Biosynthèse des prostaglandines  
Les prostaglandines ou prostanoïdes font partie de la classe des eicosanoïdes. Elles 
sont formées à partir de l’acide arachidonique. La figure 10 montre les étapes de synthèse 
des prostaglandines. L’acide arachidonique est un acide gras insaturé essentiel et fait partie 
intégrante de la diète. Il se compose de vingt carbones et fait partie intégrante de la 
membrane plasmique. L’acide arachidonique est couplé à l’acétyl-CoA par l’acyl-
coenzyme A synthétase et sera inséré dans la membrane par l’acyl-transférase. Pour la 
formation des prostaglandines, l’acide arachidonique sera libéré de la membrane par la 
phospholipase A2 cytoplasmique (cPLA2). Suite à l’activation d’un récepteur par son 
agoniste, comme celui de la cytokine pro-inflammatoire interleukine 1, il y aura activation 
de la phospholipase C (PLC) qui permettra la formation d’inositol triphosphate (IP3) et de 
diacylglycérol (DAG). Ces derniers activeront la protéine kinase C (PKC) et la mobilisation 
de calcium intracellulaire. La cPLA2 est rapidement activée en réponse à une augmentation 
de Ca2+ intracellulaire et par phosphorylation par les MAPK et sera transférée du cytosol à 
la membrane pour la libération de l’acide arachidonique (Clark et al., 1995). 
Par la suite, l’acide arachidonique libre sera converti de deux manières par les 
prostaglandine endoperoxide H synthases (PGHS) (communément appelées les COXs 1 et 
2) en prostaglandine G2 (PGG2) par oxydation, puis en prostaglandine H2 (PGH2) par 
réduction. L’acide arachidonique peut aussi être utilisé dans la synthèse des leucotriènes 
grâce à l’acide hydroperoxyeicosatétraéonique (la HPETE) ou passer par la voie des 
cytochromes P450 pour la formation des époxygènases. La PGH2 deviendra le substrat de 
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base pour la formation des autres prostaglandines. Des synthases distinctes permettront la 
création des cinq prostaglandines principales : PGE2, prostacycline PGI2, PGD2, PGF2α et 
thromboxane TXA2. Les prostaglandines sont produites sélectivement dans certains tissus 
et types cellulaires et dépendent de l’expression des enzymes synthases. Suite à leur 
synthèse, les prostaglandines sont transportées dans l’environnement extracellulaire avec 
l’aide des transporteurs MRP (multi-drug resistance-associated proteins) (Matsuoka et al., 
2007; Wang et al., 2010). 
 
Figure 10. Biosynthèse des prostaglandines.  
L’acide arachidonique, formé à partir des phospholipides membranaires, est converti par les prostaglandines 
G/H synthase 1 et 2 en PGH2. La PGH2 est le précurseur des différentes prostaglandines. La PGH2 subira de 
transformations par des prostaglandines synthases spécifiques pour permettre la formation des 
prostaglandines. Image adaptée de Salvado et al. (2012) 
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Les prostaglandines sont ubiquitaires et agissent localement de manière autocrine et 
paracrine. Elles possèdent un rôle primordial dans la cicatrisation, la réorganisation 
tissulaire et la genèse de la réaction inflammatoire. Elles peuvent aussi agir dans les 
interactions cellulaires avec la matrice extracellulaire. Étant donné leurs nombreux rôles, 
plusieurs agents pharmacologiques ont été mis au point pour bloquer leur synthèse. En 
effet, les enzymes cyclooxygénases 1 et 2 (COX-1 et COX-2) sont les premières dans le 
processus de formation des prostaglandines (Cebola et al., 2012). COX-1 est une enzyme 
exprimée de manière constitutive dans la plupart des tissus cellulaires. Elle possède un rôle 
dans l’homéostasie physiologique. Quant à COX-2, elle est une enzyme inductible lors 
d’une réponse inflammatoire par des cytokines pro-inflammatoires ou des stimuli 
bactériens Gram négatifs (Rodrigues et al., 2004). Cette COX est donc importante dans 
l’augmentation de la production de prostaglandines. Des inhibiteurs de cyclooxygénases 
tels les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) sont utilisés dans le domaine médical 
pour combattre l’arthrite rhumatoïde (Crofford, 2013) ou les crises aiguës de goutte (van 
Durme et al., 2014). Les AINS, tels l’ibuprofène et l’aspirine (Dovizio et al., 2013), sont 
des médicaments aux propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques. Ils 
agissent en inhibant la formation des deux iso-enzymes COX. Il existe d’autres inhibiteurs 
plus sélectifs pour les COX-2, les coxibs (COX-2 selective inhibitors), car de nombreux cas 
d’effets secondaires gastriques et cardiaques aux AINS ont été rapportés (Jouzeau et al., 
2004). Au début de 1999, les coxibs ont été mis au point en pensant que l’inhibition des 
COX-2 préviendrait la douleur et l’inflammation tout en ne possédant pas les effets 
secondaires gastriques. Par contre, plusieurs études au début des années 2000 (Bombardier 
et al., 2000; Konstam et al., 2002) ont suggéré une augmentation des risques 
cardiovasculaires (mort cardiaque, infarctus du myocarde) suite à l’utilisation du Rofecoxib 
(Vioxx) qui fut par la suite enlevé du marché en 2004 (Katz, 2013).  
I.4.2 Récepteurs des prostaglandines  
Les prostanoïdes agissent sur les cellules en se couplant à des récepteurs 
transmembranaires spécifiques à chacun, les RCPG. Tel que décrit dans le tableau II, il 
existe cinq membres connus de récepteurs de prostaglandines : le récepteur DP pour PGD2, 
le EP pour le PGE2, le récepteur FP pour PGF2α, le récepteur IP pour la prostacycline et le 
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TXA2 pour la thromboxane (Yang et al., 2013). Ces cinq types de récepteurs se divisent en 
onze sous-types de récepteurs. Le tableau II représente les classes de prostaglandines et la 
signalisation qui leur sont associées. Les effets des prostanoïdes sur la signalisation 
dépendent de la protéine G impliquée lors de l’activation du récepteur. De plus, ces 
récepteurs possèdent une homologie de séquence de 20 à 30 % entre eux et chacun code 
pour un motif qui sera reconnu par ses ligands respectifs. De plus, ces séquences 
d’homologie font en sorte que plusieurs prostanoïdes peuvent activer plus d’un sous-type 
de récepteurs (Jouzeau et al., 2004; Rodrigues et al., 2004). 
 
Tableau II. Classification des prostaglandines.  
Les prostaglandines PGD2, PGF2α, PGI2, TXA2 et PGE2 diffèrent dans leur signalisation. De plus, les 
prostaglandines PGE2, PGF2α, PGD2 et TXA2 détiennent plusieurs sous-types de récepteur. Les 
prostaglandines peuvent avoir une affinité pour un autre type de récepteur que le récepteur primaire. Chaque 
prostaglandine possède une signalisation qui découle de l’activation de protéine G.  
I.4.3 Rôles multiples des prostanoïdes 
Récemment, de multiples avancées ont été effectuées dans le décryptage des rôles 
des prostaglandines dans certaines pathophysiologies. En effet, les gènes codant pour les 
enzymes et les récepteurs de chaque prostaglandine ont été utilisés dans la mise au point de 
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modèles d’animaux knock-out. Ainsi, les eicosanoïdes modulent d’importants rôles dans la 
mise en place de processus inflammatoires, douloureux et fiévreux.  
I.4.3.1 L’inflammation  
L’inflammation aiguë est une réponse immédiate à un dommage tissulaire ou une 
infection. Les signes classiques de cela sont la rougeur, la formation de chaleur, l’enflure et 
la douleur. Excepté la douleur, ces symptômes sont dus à une augmentation de la 
perméabilité vasculaire et une augmentation du flux sanguin au site d’inflammation. Dans 
les nombreuses prostaglandines produites chez l’humain, la prostacycline PGI2 et la PGE2 
sont celles responsables de l’inflammation. En effet, on remarque de hauts niveaux de ces 
deux prostaglandines dans les exsudats et les tissus inflammatoires (Kiyomiya et al., 1985). 
Plusieurs prostaglandines contribuent aux maladies impliquant des processus 
inflammatoires telles l’arthrite rhumatoïde et l’asthme par exemple.  
L’asthme est une inflammation chronique des voies respiratoires. Cette maladie est 
associée aux cellules pro-inflammatoires de type éosinophiles, basophiles et macrophages. 
La prostaglandine PGD2 agit comme un important médiateur dans l’asthme. Cette 
prostaglandine est relâchée dans les voies respiratoires suite à une exposition à un 
allergène. On retrouve chez les patients asthmatiques une expression accrue de récepteur 
DP dans les bronches (Oguma et al., 2008) et des études sur des souris soumises à un 
environnement contenant des allergènes ont montré l’expression du récepteur de la PGD2 
sur les cellules de l’épithélium bronchique (Matsuoka et al., 2000). Un antagoniste du 
récepteur DP, le S -5751, est utilisé comme broncho-constricteur dans des modèles 
animaux de crises asthmatiques chez le cochon d’Inde (Arimura et al., 2001) et le mouton 
(Shichijo et al., 2009). Des médiateurs de l’inflammation comme l’histamine et la 
bradykinine permettent la relâche de prostaglandines dans les tissus pulmonaires. Les 
poumons de patients asthmatiques produisent des taux d’histamine plus élevés que ceux de 
patients sains (Holgate, 1986). 
Un processus inflammatoire peut être déclenché au niveau de la muqueuse 
intestinale. Elle est causée par des dommages par des radicaux libres accompagnés d’une 
réduction des niveaux d’antioxydants, d’une production accrue de dérivés de 
cyclooxygénases et l’augmentation de cytokines pro-inflammatoires TNFα et IL1α⁄β et 
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IFNγ. Elle peut se retrouver à différents niveaux du tractus gastro-intestinal (Gill et al., 
2004). On retrouve deux maladies possédant ses manifestations, soit la maladie de Crohn et 
la colique ulcéreuse. Ces maladies s’accompagnent de douleurs abdominales, diarrhée et 
défécations accrues rectales. L’utilisation d’anti-inflammatoires non stéroïdiens et de 
coxibs octroie une protection contre les effets inflammatoires des COX. Par contre, des 
études (Karmeli et al., 2000; Kuhn et al., 1993) sur les effets des anti-inflammatoires non 
stéroïdiens sur un modèle murin de maladies inflammatoires intestinales ont démontré que 
ces médicaments exacerbaient ces maladies. Par contre, les inhibiteurs sélectifs de COX-2 
amélioraient les colites ulcéreuses déclenchées par des agents chimiques chez un modèle de 
rat (Wang et al., 2005).  
Le PGF2α possède aussi un rôle dans la bronchoconstriction des voies respiratoires 
lors d’une crise d’asthme (Hardy et al., 1984). Des fluctuations dans la production de PGF2α 
peuvent occasionner des anomalies dans le cycle menstruel ainsi que des menstruations 
douloureuses (Smith et al., 1981). Le 15-kéto-dihydro- PGF2α, un métabolite du PGF2α est 
retrouvé en grande majorité dans le sang périphérique et peut dans certaines situations 
physiopathologiques déclencher des crises aigües d’inflammation (Basu, 2007). Une 
synthèse augmentée de PGF2α a aussi été rapportée chez des patients atteints d’arthrite 
rhumatoïde, d’arthrose et de polyarthrite psoriasique (Basu et al., 2001). 
I.4.3.2 La douleur et la fièvre 
Les prostaglandines possèdent aussi un rôle dans le processus douloureux qui est 
maintenant fondamentalement accepté. En effet, des études ont démontré que l’ajout de 
prostaglandines exogènes augmente la sensibilité à un stimulus douloureux (hyperalgésie) 
et peut même provoquer une réponse douloureuse en réponse à un stimulus habituellement 
non douloureux (allodynie). Une étude a ainsi pu démontrer que la PGE2 et la PGI2 
permettent le déclenchement de douleur de type inflammatoire (Bley et al., 1998). La PGE2 
contribue dans la sensibilisation à la douleur neuropathique. L’équipe de Ueno (Ueno et al., 
2001) a démontré que des souris déficientes en EP3 (-/-) et IP (-/-) possédaient une 
réduction face à une douleur déclenchée par l’administration d’acide acétique suite à un 
prétraitement au LPS. Les souris EP1 (-/-), EP2 (-/-) et EP4 (-/-) possédaient une réponse 
similaire aux souris de type WT sous les mêmes conditions. L’étude conclut ainsi à l’effet 
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des voies PGI2-IP et PGE2-EP3 dans l’hyperalgésie déclenchée sur des souris ayant subi un 
traitement au LPS.  
Les prostaglandines sont également impliquées dans l’allodynie, augmentant la 
transmission d’informations sur la douleur dans la moelle épinière. Par exemple, des études 
de Minami en 1994 ont démontré que la PGE2 induisait de l’allodynie sur des souris ayant 
reçu des injections intratécales de PGE2 (Minami et al., 1994). Les souris sous ce traitement 
ont commencé à se mordre et se gratter en réponse à un faible stimulus. Une autre étude de 
ce chercheur a permis d’identifier le récepteur EP1 comme étant le sous-type de récepteur 
impliqué dans l’allodynie induit par la PGE2 (Minami et al., 2001). 
Les maladies découlant d’une infection systémique sont généralement associées à 
de la fièvre. Cette fièvre est causée par la relâche de PGE2 par les cellules endothéliales 
bordant les vaisseaux sanguins de l’hypothalamus et les cellules microgliales (Ek et al., 
2001). L’action pyrétique de la PGE2 passerait par l’activation du récepteur EP3, car des 
souris ne possédant pas ce sous-type de récepteur ne développent pas de fièvre suite à 
l’administration de PGE2, d’IL-1 ou de LPS (Ushikubi et al., 1998). 
I.4.4 Le récepteur FP et son ligand la PGF2α 
La prostaglandine F2α (Figure 11) est présente, en faible concentration de manière 
endogène, dans les tissus et organes comme les reins, le cœur, les muscles, l’estomac et les 
organes reproducteurs. La demi-vie de la PGF2alpha est de courte durée (moins d’une 
minute), et la PGF2alpha est métabolisée dans les poumons, le foie et les reins en 
métabolite 15-kéto-dihydro PGF2α puis excrétée. La PGF2α est un bronchoconstricteur et 
permet de moduler des actions telles la contraction des muscles lisses ou la stabilisation de 
la pression oculaire (Wang et al., 2008). Elle est aussi produite lors du cycle menstruel par 
l’endomètre. Le récepteur FP est le récepteur le moins sélectif dans la liaison avec d’autres 
prostaglandines. En effet, le récepteur FP peut lier la PGD2 et la PGE2 à des concentrations 
nanomolaires, liant ainsi la PGF2α à 3.2 nM, la PGD2 à 6.7 nM et la PGE2 à 119 nM dans 
un modèle de cellules HEK293 exprimant le récepteur FP (Abramovitz et al., 1994a). La 
PGF2α ne se lie pas seulement avec le récepteur FP, mais aussi avec le récepteur EP1 et EP3 
avec une grande affinité (Bos et al., 2004). 
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Il semble y avoir un seul gène codant pour le récepteur FP et il fut cloné en 1994 pour 
la première fois à partir d’une librairie d’ADN de tissus humains rénal, utérin et placentaire 
(Abramovitz et al., 1994b). Par la suite, d’autres clonages de ce récepteur ont été réalisés 
chez le rat (Kitanaka et al., 1994), la souris (Sugimoto et al., 1994), le mouton (Graves et 
al., 1995) et le boeuf (Sakamoto et al., 1994), dont la structure du récepteur est représentée 
dans la figure 12. Le gène PTGFR du récepteur FP se localise sur le bras court du 
chromosome 1. Il est de 10 kb de longueur et composé de 3 exons et 2 introns (Ezashi et al., 
1997; Hasumoto et al., 1997). Il produit un récepteur de 40 kDa contenant 359 acides 
aminés (Abramovitz et al., 1994b).  
Deux épissages de ce récepteur ont été rapportés chez le mouton, FPA et FPB (Pierce et 
al., 1997). Ces variances se retrouveraient au niveau de la queue C-terminale. Deux sites de 
N-glycosylation, Asn4 et Asn9 (Probst et al., 1992; Sakamoto et al., 1994) existent dans la 
région amino-terminale du récepteur FP. Un pont disulfure est trouvé aussi dans la structure 
de cette protéine, créé par les résidus cystéines Cys -108 et Cys -186 de la première et 
deuxième boucle extracellulaire (Abramovitz et al., 1994b; Anderson et al., 2001; Coleman 
et al., 1994). Ces deux acides aminés sont conservés dans les récepteurs de prostanoïdes et 
serviraient à la stabilisation de la structure protéique. Dans les RCPG, on retrouve quinze 
acides aminés conservés et de ces quinze, dix sont retrouvés dans les domaines 
transmembranaires du récepteur FP. De ces dix acides aminés, on retrouve trois prolines, 
les prolines Pro170, Pro264 et Pro301 dans les domaines transmembranaires IV, VI et VII. 
Ces acides aminés seraient importants dans la formation de la pochette de liaison avec le 
ligand (Probst et al., 1992; Watanabe et al., 1994). 
 
 
 
 
 
Figure 11. Structure de la PGF2α.  
Cette prostaglandine peut être synthétisée en laboratoire en moins de sept étapes (Coulthard et al., 2012). De 
nombreux analogues de la PGF2α existent tels Latanoprost et Travopost. Image adaptée de Coulthard et al. 
(2012). 
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Figure 12. Structure du récepteur FP bovin.  
Dans cette représentation du récepteur FP, les acides aminés cerclés en rouge sont ceux qui sont conservés 
chez le mouton, le rat, la souris, la vache et le mouton, ceux en noir sont les acides aminés non conservés dans 
le récepteur FP. Les acides aminés cerclés de bleu représentent ceux qui sont conservés dans tous les 
récepteurs de prostaglandines. Les cystéines Cys108 et Cys186 permettent la formation d’un pont disulfure. 
Les prolines Pro170, Pro264 et Pro 301 forment des plis dans la structure permettant la création de la pochette 
de liaison au ligand. Image adaptée de Anderson et al. 2001.  
 
I.4.5 Voies de signalisation associées au récepteur FP 
Le récepteur FP serait principalement couplé à la protéine Gαq. En effet, de 
nombreuses études ont démontré son activation suite à une stimulation du récepteur par la 
PGF2α. Comme illustré dans la figure 13, la protéine Gαq active la phospholipase Cβ 
(PLCβ). Cette protéine permet la production de l’inositol triphosphate (IP3) et du 
diacylglycérol (DAG), induisant une augmentation de calcium intracellulaire (Abramovitz 
et al., 1994b; Carrasco et al., 1997; Watanabe et al., 1994). Des études récentes ont aussi 
démontré que la protéine Gαq permettait la transactivation du récepteur à l’EGF et que cette 
transactivation serait dépendante de la PLCβ (Sales et al., 2004). Ce modèle de 
transactivation, suite à une activation par la PGF2α, a été rapporté dans des cellules de 
muscles lisses vasculaires (VSMC) (Fan et al., 2010) et dans des cellules ostéoblastes MG-
63 (Goupil et al., 2012b). La PLCβ permet l’activation de la protéine kinase C qui stimule 
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une métalloprotéase. Cette dernière va pouvoir couper le HB-EGF en EGF à la membrane 
plasmique, permettant l’activation du EGFR (Uchiyama-Tanaka et al., 2002; Wetzker et al., 
2003). La PLCβ permettrait aussi d’activer la protéine PKC et poursuivre par la 
phosphorylation et le déclenchement de la voie des MAPK. Les MAPK sont une famille 
d’enzymes de type de sérine/thréonine kinases possédant de nombreux rôles dans la 
prolifération, la différenciation, l’apoptose et l’expression génique. Cette famille de kinases 
comprend c-jun N-terminal kinase (JNK), extracellular signal regulated kinase 5 (ERK5), 
p38 et p44/p42 (ERK1/2) (Roberts et al., 2007). Les MAPK sont habituellement activées 
par 
Figure 13. Voies de signalisation du récepteur FP. 
Suite à une stimulation du récepteur FP par la PGF2α, différentes protéines G peuvent être activées et 
déclenchées de nombreuses voies de signalisation. Image adaptée de Biancani  (2006). 
 
des récepteurs tyrosine kinase, mais tel qu’illustré dans la figure 13, elles peuvent aussi être 
activées par la voie Gαq-PLC-PKC du récepteur FP. Ces protéines se rendront par la suite 
au niveau du noyau pour l’activation de facteurs de transcription tels CREB, TCF et SRF 
(Tsatsanis et al., 2006). Les MAPK phosphorylées peuvent être retrouvées dans les 
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endosomes suite à leur activation par les β-arrestines, suite à une stimulation du récepteur 
FP (Jiang et al., 2013). 
La stimulation au PGF2α peut mener à l’activation d’autres protéines G, tels la protéine 
Gα12/13 et la Gαi (Figure 13). En effet, des études ont pu démontrer une voie d’activation 
indépendante de Gαq dans des cellules HEK293 transfectées avec le récepteur FP. Dans ce 
modèle, PGF2α active la protéine Gα12/13. Par la suite, cette protéine G stimule une RhoGEF 
et poursuit par l’activation de la voie Rho qui amènerait un remodelage du cytosquelette 
d’actine (Fujino et al., 2001; Goupil et al., 2010). La protéine Gαq ne semble pas être la 
seule protéine G hétérotrimérique activant les MAPK suite à une stimulation au PGF2α. En 
effet, l’utilisation de la toxine pertussis, un inhibiteur sélectif de la protéine Gαi, démontre 
une inhibition de l’activation des MAPK dépendante de PGF2α (Melien et al., 1998). 
D’autres études supportent le rôle de la sous-unité βγ de la protéine Gαi, lors du processus 
d’activation de Shc et SOS, protéines activatrices de Ras, dans l’activation de MAPK dans 
un modèle de cellules myométriales stimulées à la PGF2α (Ohmichi et al., 1997). 
 
I.4.6 Pathophysiologies reliée au PGF2α 
De nombreuses pathophysiologies découlant d’une dérégulation des concentrations 
de PGF2α et de son récepteur FP ont été découvertes. Voici un résumé de quelques-unes de 
ces maladies. 
I.4.6.1 Cancer de l’endomètre 
Le cancer de l’endomètre ou la formation d’adénocarcinomes endométriaux sur la 
muqueuse de la face interne de l’utérus est une maladie touchant les femmes post-
ménopausées dans les pays développés. Au Canada, il est le cancer gynécologique le plus 
fréquent. On diagnostique le cancer de l’endomètre chez environ 3 900 femmes 
canadiennes par année. De plus, il est le 4ième cancer en incidence chez la femme 
(http://www.femmesensante.ca/centres/cancer/endometrial/index.html). Le mécanisme de 
formation de ce cancer est peu connue, mais quelques évidences ont été démontrées grâce 
aux études de Sales dans les années 2000 (Jabbour et al., 2006; Sales et al., 2003). Dans le 
cancer de l’endomètre, de récentes certitudes associent cette maladie avec un dérèglement 
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dû à la biosynthèse des enzymes COX et de certaines prostaglandines. Des concentrations 
élevées de PGF2α et de PGE2 ont été remarquées. Des niveaux élevés de récepteur FP sont 
aussi constatés dans ce cancer. La signalisation du récepteur FP passant par Gαq apporterait 
une augmentation de IP3 et une augmentation de facteurs pro-angiogéniques comme COX-
2, VEGF ( vascular endothelial growth factor) et FGF-2 ( fibroblast growth factor 2) 
(Keightley et al., 2010; Sales et al., 2005). Ainsi, la prostaglandine F2α permettrait la 
croissance tumorale de ce cancer en touchant les fonctions vasculaires, permettant la 
création d’un environnement parfait pour l’angiogenèse et la croissance tumorale. Leurs 
études ont aussi pu démontrer que la signalisation découlant du récepteur FP permettait de 
réguler l’expression de l’ARNm de IL-11, une cytokine importante dans la progression du 
cancer de l’endomètre (Lay et al., 2012; Sales et al., 2010). L’IL-11 affecterait l’adhésion 
cellulaire à la matrice extracellulaire et la migration tumorale de cellules ANC3A. La 
régulation de son expression passerait par la voie Gαq-PLC-PKC (Lay et al., 2012). 
I.4.6.2 Glaucome 
Le glaucome est une maladie dégénérative de l’œil qui résulte d’un dommage au 
nerf optique apportant une perte de vision. Elle est habituellement associée à augmentation 
de la pression intraoculaire. Des agonistes du récepteur FP sont utilisés pour leur propriété 
contre cette hypertension oculaire. Ces drogues, qui incluent le Latanoprost (Perry et al., 
2003), le Bimatoprost (Easthope et al., 2002) et le Travoprost (Tabet et al., 2008), agissent 
en diminuant la pression oculaire associée au glaucome. La stimulation du récepteur FP par 
ces drogues permet aux muscles lisses ciliaires d’augmenter l’activation de gènes 
importants pour le remodelage de ces muscles. Les conséquences de cette stimulation du 
récepteur FP favoriseraient la sortie de l’humeur aqueuse de l’œil permettant de ce fait 
même une diminution de la pression oculaire. De plus, l’utilisation de ces drogues aiderait à 
diminuer la mort des cellules des ganglions rétinaux et éviter la perte de vision (Alexander 
et al., 2002). 
I.4.6.3 Accouchement préterme 
Les prostaglandines possèdent un rôle prédominant dans la régulation de l’activité 
utérine. Des changements dans les niveaux de PGE2 et PGF2α sont remarqués lors du 
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déclenchement des contractions utérines lors du travail et de l’accouchement (Gibb, 1998; 
Khanprakob et al., 2012; Olson, 2003; Pawelec et al., 2013). Dans le myomètre, on 
remarque une augmentation du récepteur FP au niveau des cellules utérines et une 
augmentation de la concentration plasmatique de PGF2α vers la fin de la grossesse (Makino 
et al., 2007). Ainsi, dans des conditions normales, cette prostaglandine va aider aux 
contractions utérines nécessaires lors de l’accouchement. Un modèle murin de souris ne 
possédant pas le récepteur FP a permis de constater son rôle lors du déclenchement de la 
mise bas chez les souris (Sugimoto et al., 1997; Tsuboi et al., 2000). Les souris possédant 
une déficience en récepteur FP étaient incapables de mettre au monde des souriceaux dû à 
un haut niveau de progestérone, hormone permettant de maintenir la gestation et d’inhiber 
les contractions utérines (Kawamata et al., 2008). De plus, l’injection d’oxytocine, une 
molécule permettant le déclenchement des contractions utérines, ne produisait aucun effet 
sur ces souris (Sugimoto et al., 1998). 
Globalement, la stimulation du récepteur FP par le PGF2α résulte en une élévation 
du calcium intracellulaire dû à l’activation de la protéine Gαq. De plus, le Ca2+ relâché 
permettra la régulation de la kinase de chaîne légère des myosines MLCK (myosin light 
chain kinase) et une contraction des muscles lisses utérins (Hudson et al., 2012). La 
voie Gα12/13 est aussi activée et engendrera l’activation de la voie RhoA-ROCK qui 
permettra un remodelage du cytosquelette d’actine nécessaire lors des contractions (Goupil 
et al., 2010). Plusieurs molécules ont été mises au point pour empêcher le déclenchement 
d’accouchement spontané. Certaines agissent comme des antagonistes peptidiques 
compétiteurs de la PGF2α comme le THG113 (Peri et al., 2002) et le THG113.31 (Friel et 
al., 2005; Hirst et al., 2005). Ces molécules permettent de retarder la mise bas chez la souris 
et le mouton. D’autres molécules tocolytiques, comme les molécules PDC113.824 et les 
dérivés des molécules CAR10 (Bourguet et al., 2011), agissent en modulateur allostérique 
et permettent d’inhiber les contractions utérines arrivant avant la fin de la grossesse. 
I.5 La GTPase Monomérique RhoA 
Les RhoGTPases font partie d’une grande famille ubiquitaire de petites protéines 
monomériques. Ce sont des protéines liant le GTP et jouant un rôle primordial dans des 
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fonctions telles l’expression génique, la prolifération cellulaire et l’apoptose. Des anomalies 
dans leur fonctionnalité causent de multiples conséquences dans le comportement 
cellulaire. Cette section abordera plus en détail cette famille de protéines, en particulier la 
protéine RhoA. 
  I.5.1 Classification 
Les RhoGTPases constituent une des cinq familles de la superfamille des Ras. La 
protéine Rho a été découverte en 1985 (Madaule et al., 1985) comme une protéine de la 
famille de Ras, d’où découle son nom (Ras-homology). 18 gènes codant pour des protéines 
Rho-like ont été identifiés dans le génome humain. Cette sous-famille de Ras compte 20 
membres subdivisés en six groupes (Hall, 1998a; Mackay et al., 1998) : 
- Les protéines Rho : RhoA, RhoB et RhoC 
- Les protéines Rac : Rac1, Rac2 Rac3 et RhoG 
- Les protéines Cdc42 : Cdc42, TC10, TCL, Wrch1 et Chp 
- Les protéines Rnd : Rnd1, Rnd2, Rnd3/RhoE 
- Les protéines BTB : Rho BTB1, Rho BTB2 et Rho BTB3 
- Les protéines Miro : Miro1 et Miro2 
De toutes ces protéines, les plus connues et caractérisées sont les protéines Rho, Rac et 
Cdc42. Ces protéines sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels 
l’organisation du cytosquelette d’actine, la motilité cellulaire, la croissance et la 
progression du cycle cellulaire, la transcription génique et le transport vésiculaire (Heasman 
et al., 2008). 
  I.5.2 Structure des RhoGTPases 
Les RhoGTPases sont constituées de 190 à 250 acides aminés et possèdent une queue 
C-terminale. Les trois protéines Rho, Rac et Cdc42 partagent une séquence homologue 
d’acides aminés. Comme tous les membres de la superfamille des Ras, ces protéines 
fonctionnent en passant d’un état inactif à un état actif (Hall, 1994). Ainsi, la protéine Rho 
sous sa forme inactive est liée au GDP et devient active lorsqu’elle se lie au GTP. Ce cycle 
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d’activation est régulé par deux classes de protéines, les GEFs (guanine nucleotide 
exchange factors) et les GAPs (GTPase-activating proteins).  
Les protéines Rho partagent un domaine G commun aux GTPases de la superfamille 
Ras. Ce domaine consiste en six feuillets β entourés de cinq hélices α. Entre le cinquième 
feuillet β et la quatrième hélice α, on retrouve une séquence d’insertion de treize acides 
aminés (Vetter et al., 2001a). Cette séquence est une caractéristique du domaine GTPase et 
ne possède aucun impact conformationnel entre la forme active et inactive de la protéine 
Rho. Des cristallisations de RhoA sous sa forme inactive GDP (Shimizu et al., 2000; Wei et 
al., 1997), constitutivement active (Ihara et al., 1998) ou liée au GTP (Loirand et al., 2013) 
telle qu’illustrée dans la figure 14, ont permis de déterminer la structure et le 
fonctionnement moléculaires de cette protéine. La différence entre la forme structurelle de 
RhoA-GTP et RhoA-GDP se situe au niveau de deux segments que l’on nomme 
l’interrupteur I et l’interrupteur II (switch I et switch II). Lorsque la protéine RhoA est sous 
sa forme active, les interrupteurs I et II sont stabilisés par des ponts hydrogènes, formés 
entre le groupe γ-phosphate et les acides aminés thréonine 37 de l’interrupteur I et la 
glycine 62 de l’interrupteur II. Ainsi, aucune interaction de ce type n’est présente lorsque 
RhoA est lié au GDP. Lors du visionnement de la cristallographie de RhoA, une molécule 
d’eau a été retrouvée. Cette molécule se lie avec le groupe γ-phosphate et la glycine 63 et 
serait importante dans l’activité GTPasique de la protéine.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14. Structure en trois dimensions de la protéine humaine RhoA. 
Structure de la protéine G RhoA en complexe avec le GTP. La structure en trois dimensions de RhoA contient 
six feuillets β et cinq hélices α. Tiré de Loirand et al. (2013). 
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Les protéines Rho sont modifiées de manière post-traductionnelle au niveau de leur 
extrémité carboxy-terminale. On y retrouve à cet endroit une séquence de quatre acides 
aminés dénommée la boîte CAAX (Roberts et al., 2008; Wright et al., 2006). Le C de la 
boîte CAAX représente une cystéine, A un acide aminé aliphatique et le X représente un 
acide aminé terminal. Les enzymes farnésyl-transférases ou géranylgéranyl-transférases 
servent à catalyser l’addition de groupement farnésyl et/ou géranylgéranyl sur la chaîne 
latérale de la cystéine au niveau de la boîte CAAX. Précédant cette boîte se trouve une 
région contenant de nombreux résidus basiques arginines et lysines (Williams, 2003). Cette 
région sert, entre autres, à réguler les interactions entre les petites protéines G et leur 
association avec la membrane plasmique. 
I.5.3 Régulation de l’activité des RhoGTPases 
Les protéines Rho cyclent entre une forme inactive, où elles sont liées au GDP, et 
une forme active lorsque liées au GTP. Comme illustré dans la figure 15, les RhoGTPases 
sont régulées tout au long de leur cycle d’activation par différentes protéines. En premier 
lieu, l’activation des RhoGTPases se produit en réponse à l’arrivée de signaux 
extracellulaires sur des récepteurs se situant à la membrane plasmique. Ce signal permettra 
l’échange de GDP sur la RhoGTPase contre du GTP. Sous cette forme liée au GTP, les 
protéines Rho subiront un changement de conformation qui leur permettra d’interagir avec 
des effecteurs selon leur affinité et d’induire des réponses cellulaires. Ce cycle d’activation 
est étroitement régulé par trois classes de protéines : les GEFs (Guanine nucleotide 
Exchange Factor), les GAPs (GTPases-Activating Protein) et les protéines GDIs (Guanine 
nucléotide Dissociation Inhibitors).  
 I.5.3.1 Les protéines guanine nucleotide-exchange factors ou GEFs 
 Les protéines GEFs permettent l’échange de GDP en GTP, permettant l’activation 
de la protéine RhoGTPase. Les GEFs permettent la dissociation du nucléotide de la 
protéine G en modifiant le site de liaison de celui-ci. L’affinité du nucléotide sera diminuée, 
permettant la libération de ce dernier et son remplacement (figure 15). L’affinité que 
possède la RhoGTPase envers le GTP ou le GDP est similaire. Par contre, la cellule dispose 
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de dix fois plus de GTP que de GDP, favorisant ainsi sa liaison au GTP. On retrouve plus 
de 70 GEFs (Rossman et al., 2005). 
Les RhoGEFs sont des protéines multifonctionnelles. Leurs domaines reçoivent des 
signaux leur permettant d’interagir avec des protéines en amont et d’activer la RhoGTPase. 
Habituellement, les RhoGEFs possèdent un domaine d’homologie dbl (DH) et un second 
domaine d’homologie pleckstrine (PH) (Rossman et al., 2005; Schmidt et al., 2002). Ces 
deux domaines sont toujours situés l’un à la suite de l’autre et sont les structures minimales 
pour l’obtention d’une activité GEF. Le domaine DH possède trois régions conservées, les 
CR1 à CR3 (Fukuhara et al., 1999). CR1 et CR3 sont des surfaces de liaison avec la 
protéine RhoGTPase. CR2, quant à lui, agit en stabilisateur de CR1 et CR3 (Viaud et al., 
2012). Le domaine DH sert au remodelage des interrupteurs I et II des RhoGTPases, 
permettant ainsi l’échange de nucléotide (Fukuhara et al., 1999). Pour ce qui est du 
domaine PH, celui-ci serait impliqué dans la localisation membranaire du domaine Dbl par 
liaison aux phosphosinosides (Erickson et al., 2004). Au cours des dernières années, des 
interactions entre des RhoGEFs et des protéines adaptatrices contenant un domaine PDZ 
ont été découvertes (Fabre et al., 2000; Fukuhara et al., 1999; Garcia-Mata et al., 2007). Les 
domaines PDZ sont de petits domaines d’interaction qui contrôlent l’assemblage de 
complexes protéiques et permettent le ciblage de protéines aux membranes cellulaires. Des 
RhoGEFs telles TIAM-1 (Nishimura et al., 2005) et NET1 (Dobrosotskaya, 2001) 
possèdent ce domaine. La protéine RhoA possède de nombreuses GEFs dont les protéines 
Trio (Williams et al., 2007) et Kalirin (Rabiner et al., 2005). Ce sont des GEFs agissant 
d’une manière unique, car elles peuvent activer en même temps les protéines RhoA et Rac. 
En effet, Trio et Kalirin possèdent deux unités GEF DH-PH dans leur structure (van Rijssel 
et al., 2012). 
 I.5.3.2 Les protéines GTPases-activating proteins ou GAPs 
 Les protéines GAPs ont comme rôle de catalyser l’activité intrinsèque de type 
GTPase des protéines Rho (figure 15). Ces protéines sont donc des régulateurs négatifs de 
la fonction des RhoGTPases, car elles annulent l’effet de la GTPase-GTP. La catalyse du 
GTP est augmentée de 105 fois grâce aux protéines GAPs (Moon et al., 2003). On trouve 
plus de 70 protéines GAPs encodées dans le génome humain (Kandpal, 2006). La première 
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protéine GAP, la p50RhoGAP, a été purifiée d’une rate humaine en 1991 (Garrett et al., 
1989). Ces études ont démontré que p50RhoGAP accélérait le taux d’hydrolyse du GTP 
des protéines Rho, Rac et Cdc42. La protéine GAP contient une région de 170 acides 
aminés que l’on nomme le domaine RhoGAP ou domaine BH (Hakoshima et al., 2003). Le 
domaine GAP de la protéine p50RhoGAP consiste en neuf hélices α qui lient la protéine 
RhoGTPase et stabilisent les interrupteurs I et II (Cherfils et al., 2013). La GAP agit en 
insérant une arginine conservée que l’on nomme arginine finger dans le site d’activité de la 
GTPase. Cette arginine permet à la protéine RhoGTPase de tomber dans un état 
transitionnel en neutralisant les charges négatives du γ-phosphate et en positionnant la 
glutamine conservée dans les protéines Rho, la Glu63, pour activer une molécule d’eau qui 
viendra s’aligner et attaquer le γ-phosphate de la GTP (Cherfils et al., 2013; Peck et al., 
2002). DLC1 (Kim et al., 2009) et p190RhoGAP (Grinnell et al., 2012) sont des GAP 
associées à la protéine RhoA. 
 I.5.3.3 Les protéines guanine nucleotide dissociation inhibitors ou GDIs 
Cette troisième famille de régulateurs de RhoGTPase a été initialement caractérisée 
comme de simples inhibiteurs de RhoGTPase, permettant la relâche de GDP et la liaison de 
GTP sur la protéine Rho (Garcia-Mata et al., 2007). Par contre, plusieurs travaux ont pu 
démontrer la complexité des fonctions des protéines Rho GDI (figure 15). 
• Régulateurs négatifs 
Les protéines RhoGDIs, au nombre de trois (RhoGDI 1 à 3) ont été caractérisées 
comme étant capables d’inhiber la fonctionnalité des protéines Rho. Ces protéines sont 
capables d’inhiber la relâche de nucléotide sur les RhoGTPases, mais non sa liaison à ces 
protéines. Ainsi, les RhoGDIs peuvent inhiber l’activité des protéines RhoGTPases en 
prévenant l’hydrolyse intrinsèque du GTP ou par l’action des GAP (Garcia-Mata et al., 
2007). Les RhoGDIs comprennent deux domaines : un domaine C-amino-terminal qui 
contient la pochette de liaison géranyl-géranyl et une portion N-terminale, qui elle inhibe 
l’hydrolyse du GTP par son interaction avec les interrupteurs I et II de la protéine 
RhoGTPase (Grizot et al., 2001; Hoffman et al., 2000).  
• Chaperonnes 
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Plus de 90-95 % des protéines Rho se retrouvent au niveau du cytosol. Pour agir à la 
membrane, ces protéines devront subir des modifications post-traductionnelles. Une des 
fonctions des RhoGDI est donc de maintenir un réservoir stable de protéines Rho. Ceci 
permet à ces protéines inactives d’être transférées rapidement à la membrane plasmique 
pour activation (Garcia-Mata et al., 2007). L’isoprénylation des protéines Rho permet de 
garder leur localisation au sein de la cellule. Par contre, l’isoprénylation des protéines Rho, 
en étant hydrophobique, empêche ces protéines de se plier convenablement. De façon plus 
détaillée, la région C-terminale des RhoGTPases contient la séquence CAAX (Garcia-Mata 
et al., 2011). Cette séquence aura subi de multiples modifications post-traductionnelles 
telles que l’ajout d’un groupement isoprényl à la chaîne latérale de la cystéine. Ainsi, la 
liaison de RhoGDI permet de stabiliser le réservoir cytosolique de protéines Rho tout en 
protégeant le groupement isoprényl contre son exposition au milieu cytosolique (Grizot et 
al., 2001; Nomanbhoy et al., 1996; Scheffzek et al., 2000). De plus, les RhoGDI agissent 
comme des protecteurs de la dégradation des protéines RhoGTPases. En effet, en l’absence 
de RhoGDI, le réservoir cytosolique des RhoGTPases devient instable et est rapidement 
dégradé par la voie du protéasome. Ainsi, les RhoGDI permettent de stabiliser les protéines 
Rho matures lorsqu’elles ne sont pas associées à la membrane. 
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Figure 15. Régulation des RhoGTPases.  
Les RhoGTPases liées au GDP sont situées dans le milieu cytoplasmique grâce aux RhoGDIs qui cachent la 
terminaison C-terminale nécessaire à l’ancrage de la protéine à la membrane. Lorsque la RhoGTPase se 
dissocie de la RhoGDI en réponse à sa phosphorylation, elle se rendra à la membrane plasmique. Suite à une 
stimulation d’un récepteur, le couplage du GTP et l’activation de la RhoGTPase seront catalysés par les 
protéines RhoGEFs situées à la membrane. La RhoGTPase active pourra se lier avec des effecteurs pour 
l’accomplissement de nombreuses fonctions cellulaires. Les protéines RhoGAPs permettent l’hydrolyse du 
GTP de la RhoGTPase, la retournant ainsi sous sa forme inactive. Image adaptée de Ellenbroek et al. (2007). 
I.5.4 Effecteurs des protéines RhoGTPases 
Tenant compte des activités cellulaires variées dans lesquelles les protéines 
RhoGTPases sont associées, il n’est pas surprenant de constater que ces protéines possèdent 
un grand nombre d’effecteurs. Lorsque la RhoGTPase se trouve sous sa forme active, elle 
peut interagir avec une centaine de protéines effectrices. La plupart de ces effecteurs sont 
des protéines kinases sérine/thréonine qui peuvent phosphoryler des protéines en aval, 
permettant ainsi l’activation d’autres voies de signalisation. Chaque RhoGTPase possède 
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une affinité pour de multiples effecteurs et certains de ceux-ci peuvent être reconnus par 
plus d’une protéine RhoGTPase, comme il est illustré dans la figure 16. Les protéines 
effectrices les mieux caractérisées pour les RhoGTPases Rac1 et Cdc42 sont les PAK ou 
p21-activated kinases (He et al., 2013). Les kinases PAK proviennent d’une famille de 
protéines sérine / thréonine kinases conservées comprenant six membres, les PAK 1 à 6. 
Les protéines PAK 1 à 3 se lient à Rac1 et les PAK 1 à 6 se lient à Cdc42. Ces kinases sont 
d’importantes médiatrices de la réorganisation du cytosquelette cellulaire. La dynamique du 
cytosquelette d’actine est modulée par l’interaction entre l’actine et la myosine II, qui est 
elle-même régulée par phosphorylation de la « myosin light chain kinase » (MLCK). En 
effet, PAK phosphoryle la MLCK, ce qui va résulter en une baisse d’activité de cette 
dernière et une diminution de la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine ou 
MLC, réduisant ainsi l’assemblage des filaments d’actine (Sanders et al., 1999).  
La protéine effectrice de RhoA la mieux caractérisée est la « rho-associated coiled-
coil containing protein kinase » ou ROCK (Street et al., 2011). Les RhoA kinases font 
partie d’une famille de protéines kinases sérine/thréonine et sont au nombre de deux 
(ROCK 1 et ROCK 2). Ces protéines effectrices régulent de nombreuses fonctions 
cellulaires comme la prolifération et l’apoptose (Shi et al., 2007), l’expression génique 
(Surma et al., 2011), la motilité et la contraction (Amano et al., 2010). L’activité de ROCK 
est responsable de la stabilisation des microfilaments d’actine et de la contraction cellulaire 
par la phosphorylation de la MLC (Watanabe et al., 1999). Cette protéine permet aussi la 
polymérisation de l’actine grâce à ses effets inhibiteurs sur la protéine kinase LIM 
(Maekawa et al., 1999). Il existe de nombreuses autres protéines effectrices qui ne sont pas 
des kinases en soi, mais agissent comme des protéines de liaison lors de l’activation d’une 
protéine Rho, telle la protéine WASP (Sarmiento et al., 2008; Zhang et al., 2012). La 
plupart des effecteurs de RhoGTPase possèdent de multiples domaines, dont certains 
régulent leur activité. Les protéines WASP et ROCK possèdent un domaine PH qui leur 
permet de se lier à la membrane par association avec des lipides membranaires. WASP et 
PAK possèdent aussi un domaine proline-x-x-proline nommé SH3 qui permet la liaison de 
ces protéines à d’autres protéines (Bishop et al., 2000; Ellenbroek et al., 2007; Hall, 2005). 
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Figure 16. Les protéines RhoGTPases et leurs effecteurs. 
La figure représente certaines GEFs régulant l’activité des GTPases Rac1, RhoA et Cdc42. Ces dernières 
interagiront avec des protéines effectrices qui déclencheront des réponses cellulaires. Les GEFs possèdent des 
domaines DH-PH, sauf ici pour la GEF Tuba. Ces protéines possèdent aussi d’autres domaines qui leur 
permettront d’interagir avec des protéines adaptatrices ou effectrices. Image adaptée de Ellenbroek et al. 
(2007). 
 
 I.5.5 Rôles de la protéine RhoA 
Les protéines RhoGTPases, en particulier la protéine RhoA, possèdent diverses 
fonctions cellulaires telles la transcription génique, le trafic vésiculaire et une qui est 
extrêmement étudiée : la réorganisation du cytosquelette d’actine. 
I.5.5.1 Régulation du cytosquelette d’actine 
Les trois RhoGTPases les plus décrites et analysées, RhoA, Cdc42 et Rac, possèdent 
chacune une activité distincte dans la régulation du cytosquelette d’actine. Ainsi, la protéine 
RhoA régule la formation des fibres de stress et les points d’adhésion focaux. La 
RhoGTPase Rac1 contrôle la formation de lamellipodes, qui sont des protrusions riches en 
actine et permettent l’ondulation membranaire. La protéine Cdc42, quant à elle, forme les 
filopodes, projections cytoplasmiques s’étendant devant les lamellipodes lors de la 
migration cellulaire (Figure 17). La formation de ces structures d’actine est due à 
l’activation de voies de signalisation en aval de ces GTPases monomériques et permettra la 
migration cellulaire (Ridley, 2006). 
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Figure 17. Organisation du cytosquelette d’actine par les RhoGTPases. 
Des cellules Swiss 3T3 non stimulées possèdent peu de filaments d’actine (A). Une stimulation avec le 
facteur de croissance LPA active la protéine RhoA (C), permettant la formation de fibres de stress et de points 
d’adhésion focaux (D). L’utilisation d’un mutant Rac actif induit la présence de lamellipodes (E). La micro-
injection d’une GEF active la protéine Cdc42 et la création de filopodes (G) et de points d’adhésion focaux 
(H). Image tirée de Hall (1998b). 
 
I.5.5.1.1 La migration cellulaire 
La migration cellulaire se déroule en quatre grandes étapes séparées, telles que 
représentées dans la figure 18. Premièrement, en réponse à un stimulus, les cellules vont se 
polariser et former des lamellipodes dépendant de la polymérisation de l’actine. La 
protéine Cdc42 sert de joueur clé dans la régulation de la polarité cellulaire. Pour migrer, la 
cellule doit être polarisée, c’est-à-dire établir les processus moléculaires qui définiront le 
devant et l’arrière de la cellule (Figure 18a). Cette protéine est active au front migratoire de 
la cellule. Cdc42 restreint les zones de formations de lamellipodes et localise, dans le sens 
migratoire, MTOC devant le noyau. MTOC (microtubule-organizing center) est une 
protéine majeure pour la nucléation des microtubules (Allen et al., 1998). De plus, Cdc42 
 72	  
active le complexe Arp2/3 vers N-WASP, engendrant la polymérisation de l’actine et la 
formation de filopodes (Firat-Karalar et al., 2011).  
Les lamellipodes sont formés par l’activité du complexe Arp2/3 et se localisent au 
niveau du front migratoire des cellules (Figure 18 b). La protéine Rac est requise pour la 
formation de lamellipodes. Lorsque cette protéine est sous sa forme active, on la retrouve 
préférentiellement au niveau du front migratoire cellulaire. Ces lamellipodes consistent au 
branchement de filaments d’actine formés grâce au complexe Arp2/3 (Yang et al., 2011a). 
Rac1 régule l’activation du complexe Arp2/3 par son interaction avec la IRSp53 (insulin 
receptor tyrosine kinase substrate p53) (Sugioka et al., 2012). L’activation de Rac peut se 
faire grâce à des tyrosines kinases ou des RCPG et serait dépendante de l’activité de la 
PI3K. Ainsi, les GEFs Tiam1 et Vav2 sont activées par des phospho-inositol phosphates 
(PIPs), créés par PI3K et se retrouvent au niveau du front migratoire, permettant la 
régulation de la protéine Rac (Rivard, 2009). Par la suite, de nouvelles adhésions à la 
matrice extracellulaire seront créées au niveau du front de la cellule. Ces nouveaux sites 
d’adhésion serviront de sites de traction pour permettre à la cellule de se mouvoir. 
Troisièmement, la contraction du corps cellulaire se produit et en dernier lieu, les sites 
d’adhésion situés à l’arrière de la cellule se détachent (Fukata et al., 2003; Ridley, 2006).   
Pour migrer, la cellule doit se contracter et rétracter sa portion arrière (Figure18c et 
d). Cette contraction du corps cellulaire est dépendante de la contractilité de l’actine et de la 
myosine. La protéine RhoA est un régulateur clé de cette étape. RhoA active sa protéine 
effectrice ROCK. La protéine ROCK inactive la phosphatase MLCP et phosphoryle 
directement la protéine MLC. Ces deux actions de cette protéine auront comme 
conséquence d’augmenter la phosphorylation des chaînes légères de myosine, de stimuler 
l’entrecroisement de l’actine avec la myosine et d’augmenter la contractilité cellulaire 
(Narumiya et al., 2009; O'Connor et al., 2013; Street et al., 2011).  
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Figure 18. Migration cellulaire.  
La migration des cellules se déroule selon un ordre précis. La cellule détermine le sens du front migratoire 
pour se polariser et former des points d’ancrage (a). Il y aura formation d’extensions de type lamellipode au 
niveau du front mobile (b). Par la suite, des fibres de rétraction se formeront à l’arrière de la cellule avec une 
translocation du corps cytoplasmique vers l’avant au niveau des nouveaux points d’adhérence (c). Ce 
processus se finira par le relâchement des points d’adhésion à l’arrière et un mouvement de la cellule (d). 
Image adaptée de Lodish et al. (2012) et de Hood et al. (2002)  
 
Il y aura polymérisation de l’actine découlant de l’activation des protéines mDia1 et 
mDia2 (mammalian homolog of drosophilia diaphanous) par la protéine RhoA. mDia, 
protéine effectrice de RhoA, agit à la fois sur la formation du cytosquelette d’actine et sur 
le cytosquelette de microtubules. Ces deux protéines, de la famille des formines, catalysent 
la nucléation de l’actine et sa polymérisation, pour permettre l’organisation en filopodes 
(Narumiya et al., 2009).  
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 I.5.5.1.2 RhoA dans la formation de membranes cellulaires ondulatoires  
Comme mentionné plus haut, les protéines Cdc42 et Rac régulent la formation des 
filopodes et des lamellipodes retrouvées au niveau des protrusions membranaires du front 
migratoire de la cellule. Par contre, dans les cellules d’origine épithéliale, RhoA se trouve 
aussi activée à cette extrémité. RhoA-GTP permet ainsi la formation d’ondulation 
membranaire, facilitant la motilité cellulaire. De nombreuses études ont démontré l’activité 
de RhoA dans la régulation de l’ondulation membranaire de cellules de type épithélial 
(Fukata et al., 1998; Nishiyama et al., 1994). Une première étude en 2000 par O’Connor  a 
confirmé que RhoA pouvait induire la formation de lamellipodes en absence de Rac1 
(O'Connor et al., 2000). Cette étude affirme que l’engagement de l’intégrine α6β4 avec la 
laminine de la membrane basale conduit au transfert et à l’activation de RhoA à la 
membrane, permettant la formation d’ondulations membranaires dans des cellules de 
carcinomes du côlon. L’usage de biosenseurs de protéines Rho a permis de valider la 
localisation de RhoA aux membranes ondulatoires de fibroblastes suite à une stimulation 
avec des facteurs de croissance (Kurokawa et al., 2005) Même si l’activation de Rac est 
indispensable pour la formation de lamellipodes et de membranes ondulatoires, l’étude de 
Kurokawa a prouvé qu'en addition à l’activation de Rac, une accumulation de RhoA et de 
la protéine effectrice mDia permet la formation d’ondulation membranaire dans des 
cellules Cos1 (Kurokawa et al., 2005). ROCK peut aussi permettre la formation 
d’ondulation membranaire suite à son activation par RhoA. Par exemple, la 
phosphorylation de l’adducine, une protéine du cytosquelette se liant aux filaments 
d’actine, par ROCK, va conduire à l'ondulation membranaire et à la motilité cellulaire de 
cellules rénales MDCK (Fukata et al., 1999).  
I.5.5.2 Régulation des contacts d’adhésion entre cellules 
 Les petites RhoGTPases régulent les changements de morphologie et l’adhésion 
cellulaire. Pour ce faire, il existe des types d’adhésions cellulaires permettant de structurer 
la morphologie et de maintenir l’architecture du tissu. Or, il existe des structures d’adhésion 
comme les jonctions serrées, les desmosomes et les jonctions adhésives. La molécule 
d’adhésion intercellulaire la plus exprimée par les cellules épithéliales, la E-cadhérine, fait 
partie de la classe des cadhérines (Hartsock et al., 2008). Les RhoGTPases permettent la 
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formation et le maintien de ces adhésions intercellulaires, mais aussi le désassemblage de 
ces jonctions. L’activation par RhoA de la protéine mDia est nécessaire à la formation des 
jonctions adhésives suite à la polymérisation de l’actine, mais lors d’une augmentation de la 
contractilité cellulaire, l’activation de ROCK par RhoC et RhoA permet de relâcher cette 
tension en détruisant la jonction adhésive (Citi et al., 2011; Harris et al., 2010; Hartsock et 
al., 2008).  
I.5.5.3 Régulation de la transcription. 
Les protéines Rho sont aussi impliquées dans le contrôle de la transcription génique. 
La protéine RhoA est connue comme un activateur de la transcription par l’activation du 
complexe de facteurs de transcription MAL/SRF. Cela permet de réguler le niveau d’actine 
G (globular actin) dans la cellule. MAL se lie à l’actine G et induit la transcription avec 
SRF de plusieurs gènes du cytosquelette tels la vinculine et la β-actine (Miralles et al., 
2003). RhoA permet aussi de réguler négativement les niveaux d’inhibiteur du cycles 
cellulaires p21cip1 et p27kip1 (He et al., 2008; Suzuki et al., 2009). RhoB permet de 
réprimer la transcription du récepteur de type 2 TGFβ, en diminuant la liaison du facteur de 
transcription AP1 au niveau du promoteur (Adnane et al., 2002). Les GTPases RhoA, Rac1 
et Cdc42 régulent la transcription de gènes spécifiques telle la cycline D1. La protéine 
cycline D1 permet la régulation du cycle cellulaire en permettant la transition du cycle de la 
phase G1 à S. Les RhoGTPases vont permettre de réguler l’activité des facteurs de 
transcription AP-1 et NFκB nécessaire à la transcription de cette cycline (Aittaleb et al., 
2010; Bilimoria et al., 2013). La protéine Rac1 permet la survie cellulaire grâce à 
l’activation de la voie de signalisation PI3K-AKT (Barber et al., 2006).  
     I.5.6 Protéines Rho dans le cancer 
La formation de tumeurs primaires résulte de mutations multiples et changements 
épigénétiques sur des gènes clés touchant la prolifération et la survie cellulaire. En régulant 
autant de voies de signalisation, les GTPases monomériques Rho deviennent des protéines 
à tenir en ligne de compte dans le développement cancéreux. Ainsi, la prolifération 
incontrôlée et la survie cellulaire vont permettre à la cellule tumorale d’échapper au 
processus d’apoptose (Bryan et al., 2007). La cellule tumorale va pouvoir ainsi continuer à 
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croître de manière désordonnée. Par la suite, la formation d’une vascularisation tumorale va 
permettre à la tumeur de croître et de se développer en forme maligne. Les cellules 
malignes vont relâcher des facteurs proangiogéniques. Par la suite, les cellules épithéliales 
vont envahir en détruisant la membrane basale et les protéines de la matrice extracellulaire. 
Il y aura une perte de contacts entre cellules et l’acquisition d’un phénotype plus mobile 
que l’on nomme la transition épithéliale mésenchymateuse. En effet, on remarque que ces 
cellules expriment beaucoup moins de la protéine E-cadhérine et il y a une augmentation de 
la vimentine et N-cadhérine, qui sont des protéines mésenchymateuses. Sachant que plus de 
30 % des protéines Ras sont mutées, on pourrait penser qu’il en est de même pour les 
protéines Rho.   
 Il est toutefois déconcertant de voir que seulement une seule RhoGTPase, la RhoH, 
possède des mutations génétiques remarquées dans les cancers humains. Plusieurs études 
rapportent une surexpression des membres de la famille Rho, qui, parfois, aurait une 
corrélation avec le pronostic clinique. Ainsi, dans le cancer du sein, il est remarqué que les 
niveaux élevés de la protéine RhoA suivent de manière positive la progression tumorale. 
Ces dérégulations dans les niveaux d’expression des RhoGTPases affectent les voies de 
signalisation découlant de ces dernières.  
Seule la protéine RhoGTPase RhoH possède des mutations génétiques pouvant altérer 
son fonctionnement. On retrouve cette protéine dans les lymphomes non Hodgkiniens et 
dans les myélomes multiples (Troeger et al., 2012). Par contre, on retrouve dans de 
nombreux cancers (cancer du sein, du cerveau, du côlon etc.) une expression aberrante de 
plusieurs RhoGTPases comme RhoA, RhoB, RhoC, Rac1, Rac2 et Cdc42 (Bustelo, 2012; 
Wilson et al., 2013). Sachant que certaines de ces protéines agissent sur le cycle cellulaire 
et sur la transcription génique, on pourrait croire que cela expliquerait la prolifération 
incontrôlée et l’augmentation de la survie cellulaire remarquée dans la progression 
tumorale (Lessey et al., 2012; Mardilovich et al., 2012). 
La protéine Rho, surtout les protéines RhoA et RhoC, se trouve fréquemment 
surexprimée dans les cancers humains, tandis que l’on trouve plutôt une diminution de la 
RhoB. La protéine RhoA se trouve impliquée dans les stades de prolifération et de survie 
cellulaire lors de la progression tumorale. On la retrouve surexprimée dans de nombreux 
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cancers tels les cancers du sein, du côlon et des poumons (Chang et al., 2009). Lors de la 
progression tumorale de cellules épithéliales, ces cellules acquièrent l’habilité d’envahir les 
tissus environnants et de métastaser. La fonctionnalité de la glycoprotéine de surface E-
cadhérine est de créer des adhésions entre cellules. Ces adhésions disparaissent peu à peu 
pour laisser place à un phénotype cellulaire plus mobile. Ainsi, cette perte de polarité 
épithéliale est importante lors de la transformation épithéliale–mésenchymateuse. RhoA 
peut induire la production de métalloprotéases qui seront importantes dans la dégradation et 
le remodelage de la matrice extracellulaire (Lozano et al., 2003) ou peuvent affecter les 
niveaux de leurs antagonistes, les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMP) 
(Struckhoff et al., 2011). Les protéines RhoA, RhoC et leur effecteur ROCK sont 
nécessaires pour l’extravasion de cellules cancéreuses (Miles et al., 2008).  
Contrairement à RhoA, RhoC ne semble pas affecter la progression tumorale, mais 
plutôt contribuer lors de la formation de métastases. En effet, RhoC a été identifiée comme 
marqueur de mauvais pronostic dans de nombreux cancers suite à l’identification de son 
gène surexprimé dans les métastases de mélanomes (Boone et al., 2009). De plus, 
l’augmentation d’expression de la RhoGTPase RhoC est en corrélation avec la progression 
et un mauvais pronostic dans le cancer des ovaires (Horiuchi et al., 2003), le cancer de la 
vessie (Kamai et al., 2003), le cancer du sein (Fritz et al., 2002) et celui du pancréas (Suwa 
et al., 1998). RhoC permet la production de facteurs angiogéniques dans le cancer du sein, 
permettant l’entrée des cellules tumorales dans les vaisseaux sanguins et la dispersion 
métastatique (Lehman et al., 2012). LARG, une GEF spécifique à la protéine RhoA, a été 
isolée d’un patient possédant une leucémie myéloïde aiguë et aurait subi une fusion avec le 
gène MLL (mixed-lineage leukemia) (Kourlas et al., 2000). La fusion de ces deux gènes 
contribuerait au développement de la leucémie en activant les voies de signalisation 
découlant de RhoA. 
La protéine Rac agit aussi à différents niveaux. Il existe une variation de Rac1, la 
protéine Rac1b. Cet isoforme se trouve plus souvent sous la forme active, car il ne se lierait 
pas avec une RhoGDI et est surexprimé dans les cancers du poumon (Zhou et al., 2013) et 
du côlon (Pethe et al., 2011). Rac1b permettrait la progression du cycle cellulaire par NFκB 
et serait moins susceptible à la dégradation. Rac1 stimule l’expression de la cycline D1, 
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agissant ainsi sur la prolifération cellulaire. Cette RhoGTPase contribue aussi à l’invasion 
cellulaire en permettant la production de MMPs et de TIMPs (Engers et al., 2001). La GEF 
spécifique à Rac, Tiam1, peut subir des mutations favorisant la tumorigenèse. Ainsi, dans 
10 % des carcinomes rénaux, on retrouve des mutations dans un des deux allèles du 
domaine PH (Engers et al., 2000). Cette mutation qui résulte d’une substitution au niveau 
du résidu 441 d’une alanine par une glycine apporte un gain de fonction à cette GEF 
(Servitja et al., 2003). On retrouve aussi une augmentation de l’expression de Tiam1 dans 
les cancers du sein et de la prostate (Jaffe et al., 2002). 
I.6 Cancer colorectal  
Le cancer colorectal (CCR) est un cancer insidieux et mal détecté. Chaque année, 
plus de 694 000 personnes meurent de ce cancer (Organization, 2014). Globalement, le 
CCR se trouve en troisième position pour sa malignité. Au Canada, il est la deuxième cause 
de mortalité chez les hommes et la troisième cause de décès chez les femmes. On estime 
que 24 000 Canadiens recevront un diagnostic de cancer colorectal au cours de l’année 
2014. (Committee, 2014). Au Canada seulement, il est le troisième en incidence et se situe 
en deuxième position par rapport au nombre de décès lié au cancer. Le cancer colorectal 
n’est pas sexiste. Les hommes, tout autant que les femmes, peuvent en être touchés. Par 
contre, plus de 90 % des cas de cancer colorectal touchent les personnes âgées de plus de 
50 ans (www.coloncancercanada.ca). Le CCR est un cancer découlant de la prolifération 
incontrôlée des cellules au niveau du côlon et du rectum, partie du gros intestin. Cette 
prolifération cellulaire, habituellement au niveau des cellules glandulaires produisant du 
mucus et des liquides digestifs, permettra la formation de polypes, excroissances de la paroi 
intestinale, et par la suite la formation de tumeurs (Arends, 2000). Un modèle de la 
formation et de la progression du CCR de l’adénome au carcinome a été mis au point en 
1990 par Fearon et Volgelstein (Fearon et al., 1990; Miki et al., 1992). 
Le cancer colorectal est asymptomatique au début de la progression. Les symptômes 
proviennent habituellement du site tumoral primaire ou des métastases et dépendent ainsi 
de la location de ces dernières (Terzic et al., 2010). Les cancers du côlon proximal ont 
tendance à créer d’énormes tumeurs avant d’être symptomatiques, si on les compare avec 
celles se produisant dans le reste du côlon et au niveau du rectum. Plus la progression du 
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CCR avance, plus les symptômes apparaissent (Figure 19). Du sang dans les fèces résultant 
des  saignements de l’intestin peut provoquer un déficit en fer et une anémie. On peut 
constater aussi de la constipation, une distension abdominale provoquant de la douleur, des 
nausées et des vomissements avec perte d’appétit, de poids et d’énergie. 
 
 
 
 
Figure 19. Progression du cancer colorectal. 
Le cancer colorectal commence habituellement par la prolifération de cellules de la muqueuse intestinale en 
polypes adénomateux. Ceux-ci peuvent grossir avec le temps et former des adénomes précancéreux puis  des 
adénocarcinomes, considérés comme des polypes malins. Plus le cancer avance, plus les cellules cancéreuses 
vont envahir toutes les couches intestinales et se métastaser vers les poumons et le foie. Image adaptée de 
Hopkins (2001). 
 
I.6.1 Pathophysiologie du cancer colorectal 
Les risques d’avoir le cancer colorectal chez une personne ne possédant pas 
d’historique de CCR familial ou âgée de moins de 50 ans sont de 5 à 6 %. Par contre, ce 
chiffre augmente entre 20 % et 30 % si des membres de la famille immédiate possèdent un 
historique de cancer colorectal (Rustgi, 2007). Les cancers colorectaux peuvent donc se 
diviser en deux grandes catégories, selon qu’ils sont héréditaires ou non. 
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I.6.1.1 Les cancers colorectaux dits sporadiques  
Plus de 75 % des patients atteints de cancer colorectal ont la maladie dite de type 
sporadique ("American Cancer Society: Cancer Facts and Figures ", 2014). Il ne possède 
aucun contexte héréditaire, mais est lié à des facteurs environnementaux pouvant créer, à la 
longue, des séries de mutations nécessaires au développement de ce type de cancer. On 
retrouve dans ces causes environnementales plusieurs produits de consommation et des 
facteurs de risque. En effet, le tabagisme, la sédentarité, l’obésité (Fleming et al., 2005; 
Yang et al., 2011b) et une diète riche en viande rouge et en graisse (zur Hausen, 2012) font 
partie de ces prédispositions. Ces dernières vont mettre en place un environnement 
favorable aux mutations somatiques et à de l’instabilité génétique. De multiples évènements 
peuvent promouvoir l’apparition d’un CCR sporadique comme des mutations dans les 
protéines APC, p53, TGF-β et des défauts dans la réparation des mésappariements de 
l’ADN (DNA mismatch repair ou MMR proteins). 
I.6.1.2 Les cancers colorectaux dits héréditaires 
On remarque que 20 à 30 % des cancers colorectaux ont une base héréditaire ou 
familiale ("American Cancer Society: Cancer Facts and Figures ", 2014; Lichtenstein et al., 
2000). Ces cancers héréditaires sont dus à plusieurs causes telles que altération d’un gène ( 
exemple la protéine RAS), polymorphisme ou altérations génétiques. On peut subdiviser le 
CCR héréditaire en deux groupes. Le premier groupe contiendrait les cancers qui ont la 
caractéristique de se développer à partir d’un des multiples polyadénomes. Un bon exemple 
serait la polypose adénomateuse familiale ou la PAF (Jasperson et al., 2010). Elle se 
caractérise par un grand nombre d’adénomes ou de polypes adénomateux se développant au 
début de l’adolescence et mortelle si non traitée chez l’adulte. Le deuxième groupe inclut 
les CCRs sans polyadénomes. Le syndrome de Lynch ou hereditary non polyposis colon 
cancer (HNPCC) ferait partie de ce groupe (Jasperson et al., 2010). 
I.6.2 Oncogenèse colorectale 
  Cette section abordera plus en détail le mécanisme génétique derrière la progression 
du cancer colorectal. 
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I.6.2.1 Phénotype tumoral 
Plusieurs phénotypes tumoraux peuvent se produire. Ces phénotypes seront la 
conséquence des mécanismes d’initiation et de promotion de la carcinogenèse colorectale. 
Ainsi, l’apparition d’un adénome peut provenir de multiples mutations génétiques sur 
certains chromosomes. Cet ensemble d’anomalies est dénommé instabilité chromosomique 
(CIN). Le phénotype tumoral CIN résultant est retrouvé dans plus de 80 % des cancers 
colorectaux sporadiques (Laurent-Puig et al., 2010). De nombreuses pertes alléliques sur le 
bras court du chromosome 17 et sur les bras longs des chromosomes 5, 18 et 22 sont 
remarquées dans les CCRs (Jasperson et al., 2010). Un nombre anormal de chromosomes se 
retrouve donc dans la cellule, créant ainsi de l’aneuploïdie. De plus, ces pertes vont créer de 
nombreuses mutations et des anomalies de certaines protéines dévoilées un peu plus loin. 
Ces anomalies donneront le pouvoir aux cellules cancéreuses de s’insinuer dans les tissus et 
de se propager dans le corps. Cela est dû à des mutations dans les gènes de réparation de 
l’ADN. Les mutations successives des gènes clés sont des phases qui font partie de la 
séquence permettant à un adénome bénin de se transformer en carcinome (Jasperson et al., 
2010).  
Un second phénotype caractérise le cancer colorectal : les instabilités des locus de 
microsatellites (MSI pour microsatellite instability). On le retrouve dans 15 % de tous les 
cancers colorectaux; 12 % est associé au CCR sporadique et 3 % au syndrome de Lynch 
(Boland et al., 2010). Cette instabilité génétique est due à un mauvais système de réparation 
des mésappariements de l’ADN (DNA mismatch repair ou MMR) (Boland et al., 2010; 
Grilley et al., 1990). Le MMR est altéré et les gènes formant les protéines importantes pour 
ce système (MLH1, MSH1, MSH2, MLH2 et MSH6) sont inactivés (Iacopetta et al., 2010). 
Ainsi, dans le CCR sporadique, on remarque une hyper-méthylation du gène MLH1 
(Bettstetter et al., 2007) tandis que dans les CCR découlant du syndrome de Lynch, ce sont 
plutôt des mutations sur les gènes MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 (Peltomäki, 2005). Les 
déficits occasionnés par un mauvais système MMR engendrent de nombreuses mutations 
secondaires. À la longue, des gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, de 
l’apoptose et de la réparation de l’ADN seront inactivés. Des gènes tels que TGFβ-II, Bax 
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et le facteur de transcription TCF4 ont été décrits dans la littérature comme étant mutés et 
faisant partie des gènes altérés du phénotype MSI (Zoratto et al., 2014).  
 
I.6.2.2 Voies de signalisation dérégulées dans le cancer colorectal 
 Le cancer colorectal se développe sur une longue période et peut être fatal si aucune 
rencontre de dépistage et de prévention n’est effectuée. Les stages essentiels dans le 
développement du cancer du côlon sont la présence de foyers de cryptes aberrantes, la 
formation de polypes qui deviendront des adénomes et finalement la détection 
d’adénocarcinomes au niveau du colon. La signalisation moléculaire engendrant la 
formation tumorale est très diversifiée. Or, on remarque que la carcinogenèse colorectale 
affecte à différents moments de nombreuses voies de signalisation touchant des protéines 
telles que WNT, β-caténine et K-Ras, pour ne dire que celles-ci. Leur phase d’apparition est 
décrite dans la figure 20. Les sous-sections qui suivent traiteront de quelques-unes de ces 
voies et protéines impliquées dans la formation du cancer colorectal en de plus amples 
détails.  
 
Figure 20. Mécanisme du cancer colorectal.  
Le CCR découle d’accumulations de mutations sur des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs. Des 
mutations se déclarent tout au long de la progression tumorale, passant par les étapes de progressions de 
cryptes de foci aberrantes (CFA) au carcinome, affectent des protéines tels APC, β-caténine et K-Ras. Image 
adaptée de Terzić et al. (2010). 
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I.6.2.2.1 Voie APC/β-caténine 
Une des mutations clé dans ce processus de transformation est le gène 
« adenomatous polyposis coli » (APC) (Laurent-Puig et al., 2010; Sparks et al., 1998). Ce 
gène suppresseur de tumeur, que l’on retrouve sur le bras long du chromosome 5 (5q21-
q22), subirait une mutation dans les débuts de la progression cancéreuse. Plus de 70 % des 
cas sporadiques de cancers colorectaux détiennent cette mutation. Cette protéine a un rôle 
dans le maintien de la polymérisation des microtubules et sa mutation pourrait créer des 
anomalies dans la ségrégation chromosomique. La protéine APC est un acteur primordial 
dans le cycle cellulaire. Elle fait partie de la voie de signalisation WNT (Burgess et al., 
2011; Morin et al., 1997). Tel qu’illustré dans la figure 21, dans des conditions normales 
APC forme un complexe avec la β-caténine, l’axine et la GSK3-β (Mishra, 2010). L’axine 
agit comme protéine chaperonne en interagissant à la fois avec la GSK3 et la β-caténine. 
Cette protéine viendra phosphoryler la β-caténine sur la sérine 45, puis la GSK3-β 
phosphoryle à son tour la β-caténine sur les sérines 33, 37 et thréonine 41. La 
phosphorylation de la β-caténine sur ces sites entraînera la formation de site de liaison pour 
l’ubiquitine E3 ligase β-Trcp, nécessaire à l’ubiquination et la dégradation de la β-caténine 
par le protéasome. La β-caténine est une protéine jouant de nombreux rôles comme dans 
l’adhésion cellulaire et la transcription génique (Karim et al., 2004; Stamos et al., 2013).  
  La majorité des mutations sur le gène APC créeront une protéine tronquée de 20 
acides aminés au niveau du site d’attachement de la protéine β-caténine (Beroud et al., 
1996b) (Hlsken et al., 2000). Cela est souvent relié à des séries de mutations ou à la 
délétion complète du gène APC. La perte de ce site d’attachement d’APC à la β-caténine 
prévient la phosphorylation de cette dernière par la GSK-3β. Cela cause une augmentation 
du niveau de β-caténine cytoplasmique qui pourra se relocaliser au noyau. À cet endroit, 
elle pourra interagir avec des facteurs de transcription comme le « C-terminal binding 
protein 1 » (CtBP1) ou le « Tcl factor/lymphoid enhancing factor » (TCF/LEF) (Li et al., 
2002), facteurs nécessaires à la transcription de gène pour la prolifération cellulaire tels la 
cycline D1 et la survivin (White et al., 2012). À elle seule, la perte de APC ne peut former 
le cancer colorectal, mais sa délétion contribue énormément à la progression cancéreuse. 
Les individus atteints de polypose adénomateuse familiale détiennent une mutation sur un 
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des allèles APC et le second allèle de ce gène sera inactivé lors des 30 premières années de 
vie. Cela provoque la formation de multiples tumeurs agressives. La protéine β-caténine 
peut aussi posséder des mutations activatrices, l’empêchant d’être ciblée puis acheminée 
vers la voie de dégradation. Des mutations sur le gène CTNNB1, gène de la β-caténine, 
vont rendre la protéine insensible au contrôle par la voie APC /GSK3-β (Alrawi et al., 
2006; Saito-Diaz et al., 2013) par une incapacité de liaison avec la GSK3-β due à une 
mutation faux-sens sur l’acide aspartique 32 (Park et al., 1999). Des études ont aussi 
démontré que certaines mutations enlevaient le site de liaison de la β-caténine avec la E-
cadhérine, une glycoprotéine transmembranaire. Cela entrainerait des problèmes d’adhésion 
cellulaire et une augmentation de la migration cellulaire (Tsanou et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21. Voie de signalisation WNT-APC-β-caténine. 
Lorsque le récepteur WNT est inactif (voie OFF), la β-caténine est envoyée pour ubitiquination par β-TrCP 
puis pour dégradation au protéasome par le complexe APC/Axine/GSK-3β. En présence du ligand du 
récepteur WNT (voie ON), il y a dimérisation du récepteur Frizzle avec un corécepteur et le 
complexe APC/Axine/GSK-3β se détachera de la β-caténine. La β-caténine ira au noyau pour l’activation de 
coactivateurs de la transcription TCF/LEF, mais pourra toujours être phosphorylée par le complexe GSK3β, 
mais non dégradée par le protéasome. Image adaptée de Varela-Nallar (2013) 
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I.6.2.2.2 Voie RAS/RAF/MAPKinase 
  L’oncogène K-RAS est un autre gène suppresseur de tumeur qui est muté dans 30 à 
40 % des cancers colorectaux (Vogelstein et al., 1988). K-RAS est un membre de la famille 
des GTPases RAS, qui inclut 2 autres membres, H-RAS et N-RAS (Chetty et al., 2013). 
Ces protéines possèdent des rôles importants dans la transmission de signaux 
extracellulaires et une de leur fonction clé est de relier ces signaux à la voie de signalisation 
de RAF-MAPK (mitogen-activated protein kinase). Les protéines RAS sont très 
importantes dans de multiples fonctions cellulaires. Elles permettent la croissance, la 
prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. 
  La cascade de signalisation débute par l’activation d’un récepteur par sa molécule 
d’intérêt, par exemple le récepteur à l’EGF (Epidermal Growth Factor) et son ligand 
(Figure 22). Cela cause une dimérisation du récepteur et la transformation de RAS-GDP en 
RAS-GTP permettant le recrutement et l’activation au niveau de la membrane plasmique de 
plusieurs cibles de voies de signalisation distinctes, comme celles des MAPK ou de la 
phospholipase C (PLC) (Goffin et al., 2013). Par contre, les multiples mutations sur les 
codons 12, 13 et 61 affectent la région de liaison GDP/GTP de la protéine K-RAS. Ces 
mutations octroient un pouvoir oncogénique à la protéine en la gardant toujours active (Er 
et al., 2014; Peeters et al., 2013). Dans la progression du CCR, les mutations de K-RAS 
surviennent après celles sur les protéines APC / β-caténine (Terzic et al., 2010). 
    Récemment, des études prouvent que BRAF, une protéine de la cascade RAS, peut 
être elle aussi mutée. Cette sérine-thréonine kinase de la famille de RAF est activée par 
RAS par phosphorylation sur deux sites, la thréonine 598 et la sérine 601 (Bradish et al., 
2013). Plus de 15 % des cancers colorectaux de types sporadiques détiennent des mutations 
sur ce gène, résultant en la substitution de la valine du codon 600 par un acide glutamique 
(V600E) (Davies H Fau - Bignell et al., 2002). Cette mutation crée une protéine BRAF 
active avec une activité kinase augmentée. Ainsi, ces deux protéines mutées vont permettre 
l’activation continuelle de la voie RAS-RAF-MAPK, augmentant la prolifération et la 
survie des cellules cancéreuses (Figure 22). 
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I.6.2.2.3 Voie PI3K/AKT 
La protéine PI3K est une kinase lipidique régulant de nombreuses autres kinases 
telles AKT. PI3K module plusieurs fonctions telles la prolifération, la motilité et l’apoptose 
cellulaire. Cette protéine est formée de deux sous-unités, une sous-unité régulatrice p85α et 
une sous–unité catalytique p110α. Suite à l’activation de RAS, cette dernière va activer à 
son tour la signalisation PI3K/AKT/mTOR. PI3K, grâce à la formation de phospho-
inositides PIP2 et PIP3 va activer la protéine AKT qui ira par la suite activer mTOR. Cette 
dernière protéine participe dans les processus de croissance et de transcription génique. 
Cette voie de signalisation est régulée négativement par le suppresseur de tumeur PTEN. 
La figure 22 illustre bien les nombreuses mutations que possède cette voie. Des 
recherches (Samuels et al., 2005) ont pu identifier des mutations sur le gène PIK3CA qui 
encode la sous-unité catalytique p110α , lui donnant un gain de fonction. Ainsi, la voie 
PI3K serait fréquemment activée, dans plus de 30% des cas, dans le cancer colorectal 
(Parsons et al., 2005). Cette mutation de la sous-unité catalytique p110α augmenterait 
l’activité kinase et permettrait de maintenir la voie PI3K/AKT active sans l’aide de facteur 
de croissance. De plus, les mutations découvertes sur le gène PIK3CA auraient comme 
effet de permettre une résistance à l’apoptose et de faciliter l’invasion tumorale, créant ainsi 
une cellule ayant un faible niveau de dépendance aux facteurs de croissance de son 
environnement (Engelman, 2009). 
On retrouve une surexpression des isoformes de AKT, AKT1 et AKT2. Dans 6% 
des cancers colorectaux, AKT1 est muté. La mutation affecte le domaine d’homologie 
pleckstrine PH et semble permettre la liaison de AKT à la membrane en absence de PIP3  
(Parsons et al., 2005). Les mutations somatiques rencontrées sur AKT2, quant à elles, la 
rendent surexprimée. On la retrouve dans les étapes avancées du CCR (Parsons et al., 
2005). Dans le même ordre d’idée, la protéine inhibitrice de l’activité de PI3K, la 
phosphatase PTEN, possède souvent des mutations la rendant inapte à sa fonction (Li et al., 
1997). 
 87	  
 
 
Figure 22.  Voie de signalisation de l’EGFR et des protéines mutées dans le cancer colorectal.  
La liaison d’un ligand engendre la dimérisation de l’EGFR. Cela permettra l’activation de la voie des MAPKs 
et de la PI3K. Des mutations ou des dérèglements dans ces voies amplifient l’activation de ces voies. Image 
adaptée de Dasari et al. (2010). 
 
I.6.2.2.4 Voie p53 
Dans plus de 80 % des CCR sporadiques, des mutations sur le gène suppresseur de 
tumeur TP53 se déclarent (Beroud et al., 1996a). Ce gène encode la protéine que l’on 
surnomme « le gardien du génome p53 ». Les mutations sur TP53 ont lieu sur le bras court 
du chromosome 17 et inactivent la fonction de la protéine p53. On remarque cette protéine 
mutée tardivement dans l’oncogenèse du cancer colorectal, habituellement dans la 
transition entre adénome et adénocarcinome (Oikonomou et al., 2006). La protéine p53 sert 
à réguler la croissance et division cellulaire dans des contextes de stress génétique et 
toxique. Elle permet la transcription de gènes servant de régulateur direct sur le cycle 
cellulaire et l’apoptose tel p21, BAX et cycline G (Naccarati et al., 2012). 
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I.6.3 Les traitements contre le cancer colorectal 
Peu de thérapies dirigées spécifiquement contre le cancer colorectal existent. La 
résection chirurgicale est la seule procédure contre le cancer colorectal qui peut être 
curative. Cette procédure doit avoir lieu avant la formation de métastases. Si la chirurgie se 
déroule lors des premiers stades de progression du cancer, plus de 75% des patients ont un 
niveau de survie de plus de 5 ans (DeVita V., 2001). Par contre, si la résection chirurgicale 
a lieu lorsque le patient possède des métastases lymphatiques, le niveau de survie se situe 
plutôt entre 25 et 60% (DeVita V., 2001). C’est dans cet ordre d’idée que l’utilisation 
d’adjuvants avec la thérapie chirurgicale permet d’augmenter la survie des personnes 
atteintes de CCR. 
La chimiothérapie permet de réduire le niveau de rechute et les risques de mort suite 
à la chirurgie. Les molécules 5-Fluorouracil, Oxaliplatin et Irinotecan sont les médicaments 
de choix dans cette procédure (Tzeng et al., 2013). Par contre, on peut remarquer des cas de 
résistance aux drogues ou multidrug resistance (MDR). Ce phénomène apparait lorsque les 
cellules cancéreuses ne ressentent plus les effets des agents chimiothérapeutiques. Ainsi, on 
peut remarquer que cette résistance corrèle souvent avec la surexpression de protéines 
membranaires telles la P-glycoprotéine, qui augmentent l’élimination de la drogue par 
différents moyens (inactivation de la drogue, augmentation de l’efflux et diminution de 
l’influx de la drogue, etc.) (Longley et al., 2005). Pour éliminer ce type de réponse, l’usage 
d’inhibiteurs sélectifs de voies de signalisation qui sont déréglées dans le cancer colorectal 
se trouve de plus en plus en développement. 
Récemment, des thérapies plus spécifiques ont été mises en place et de nouvelles 
molécules sont utilisées seules ou en combinaison avec la chimiothérapie. On peut diviser 
ces molécules en deux groupes d’agents: les anticorps monoclonaux pouvant se lier au 
ligand ou au domaine extracellulaire d’un récepteur tyrosine kinase et les molécules 
inhibitrices du domaine intracellulaire des récepteurs tyrosines kinases (Sliwkowski et al., 
2013). En empêchant la transmission des signaux provenant de ces récepteurs, ces 
molécules affectent la croissance tumorale. Présentement, on retrouve deux types 
d’anticorps monoclonaux utilisés de façon thérapeutique contre le cancer colorectal : 
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l’anticorps contre le récepteur au VEGF bevacizumab et les anticorps contre le récepteur à 
l’EGF, le cetuximab et le panitumumab (Tol et al., 2009)  
I.6.4 Multiples rôles des prostaglandines dans le CCR 
Lors de l’initiation du cancer colorectal, l’inflammation est un contributeur majeur 
dans la mise en place d’un microenvironnement favorable aux cellules tumorales. 
L’inflammation chronique aurait un effet pour initier la formation tumorale et promouvoir 
sa progression. Il n’est donc pas surprenant que l’utilisation d’anti-inflammatoires non 
stéroïdiens (AINS) réduise jusqu’à plus de 50 % le risque de CCR (Peddareddigari et al., 
2010). L’utilisation de ces médicaments inhibe la production de cyclooxygénases COX-1 et 
COX-2, enzymes importantes dans la conversion de l’acide arachidonique en 
prostaglandines de toutes sortes. 
Plusieurs évidences suggèrent maintenant le lien entre les COXs et la progression 
tumorale. La première indication de l’effet positif des COXs sur la formation de tumeurs 
provient de l’observation de patients atteints du syndrome de Gardner. Cette maladie cause 
la formation de multiples polypes intestinaux et l’utilisation d’anti-inflammatoires non 
stéroïdiens aurait permis une régression tumorale et une diminution du nombre d’adénomes 
(Kawai et al., 2002; Waddell et al., 1983). Par la suite, de nombreuses études ont démontré 
que les carcinomes et adénomes colorectaux possèdent de hauts niveaux de COX, plus 
précisément de COX-2. En effet, dans une étude sur le Celecoxib, un inhibiteur sélectif de 
la COX-2, une diminution dans l’occurrence des cancers colorectaux dits sporadiques a été 
remarquée et permettrait de prévenir la formation de ce cancer (Arber et al., 2006). L’effet 
positif que possède la COX-2 découlerait de son rôle dans la production de prostaglandines, 
en particulier la prostaglandine PGE2, mais aussi les prostaglandines PGD2, TXA2, PGI2 et 
PGF2α (Kawai et al., 2002; Tsujii et al., 1998). 
I.6.4.1 PGD2, TXA2 et PGI2 
 La prostaglandine PGD2 et ses dérivés (la δ12PGJ2 et la 15-déoxy -δ12, 13 PGJ2) 
participent à la fois à des rôles pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Cette 
prostaglandine possède un effet d’inhibiteur de tumeur. En effet, la délétion du gène de la 
synthase hématopoïétique PGD dans un modèle de souris APC Min/+ accélérait la croissance 
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de tumeurs intestinales. De plus, l’ajout d’une synthase hématopoïétique PGD transgénique 
permettrait de contrôler et diminuer la formation de polypes tumoraux (Park et al., 2007). 
Par contre, d’autres études démontrent des effets tout à fait contraires à ceux précédemment 
mentionnés. L’utilisation d’un antagoniste de DP diminue de manière significative la 
formation d’une muqueuse intestinale aberrante chez le rat. Ces effets contradictoires 
seraient peut-être dus au fait que la PGD2 endogène peut stimuler à la fois les récepteurs DP 
et la PPARδ. En effet, la PGD2 peut être métabolisée sous la forme 15dPGJ2, qui est le 
ligand du récepteur PPARδ et son activation résulterait en l’inhibition de la prolifération 
par le déclenchement de l’apoptose cellulaire (Zamuner et al., 2005). 
La thromboxane A2 (TXA2) et la prostacycline (PGI2) sont deux prostaglandines 
importantes dans le processus inflammatoire. La TXA2 permet l’agrégation plaquettaire 
tandis que la PGI2 prévient la formation de caillot sanguin. Ces deux prostanoïdes agissent 
donc de pair pour l’homéostasie sanguine. Pour ce qui est du cancer, la TXA2 permettrait 
dans un modèle in vitro d’induire la croissance tumorale et l’angiogenèse associée (Pradono 
et al., 2002). On constate une augmentation de la TXA2 et de sa synthase associée dans le 
cancer colorectal. Le récepteur de la thromboxane, le récepteur TP, se retrouvait à des 
niveaux similaires d’expression dans les tissus intestinaux normaux et cancéreux (Sakai et 
al., 2006). De plus, l’utilisation d’antagonistes de TP permettait d’inhiber la prolifération 
cellulaire anormale (Cathcart et al., 2010; Sakai et al., 2006). La prostacycline PGI2 agirait 
sur la progression du CCR. En effet, une étude in vitro a pu démontrer que la PGI2 pourrait 
stimuler la PPARδ et le déclenchement de la transcription par cette dernière. De plus, 
l’étude démontre l’effet du couplage de la COX-2 avec la synthase de la PGI2, la PGIS dans 
les hauts niveaux de PGI2 endogène dans la cellule (Gupta et al., 2000; He et al., 1999; Lim 
et al., 2002). 
I.6.4.2 PGE2 
 La PGE2 se trouve à être la prostaglandine la plus abondante dans de nombreux 
cancers tels le cancer du sein, des poumons et du côlon et est associée à un mauvais 
pronostic. Cette prostaglandine agit sur le récepteur EP et ce récepteur contient quatre sous-
types (EP1 à EP4). L’importance de ce récepteur dans la carcinogenèse colorectale a été 
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démontrée par l’utilisation de souris génétiquement modifiées (K.O). La suppression du 
récepteur EP2 dans des souris APCΔ716 diminuait considérablement la grandeur et le 
nombre de polypes intestinaux. Le récepteur EP2 lie la protéine Gαs. Les souris APCΔ716 
possèdent une perte dans la fonction de leur protéine APC, leur permettant le 
développement d’un cancer colorectal de type polypose adénomateuse familiale (Takaku et 
al., 2000). Dans cette même étude, on démontre que la PGE2, suite à l’activation du 
récepteur EP2, permettrait d’augmenter l’expression de COX-2 via une boucle de 
rétroaction positive (Takaku et al., 2000). La délétion de la prostaglandine E synthase 
supprimerait la formation de tumeurs intestinales dans un modèle de souris APC Min/+ 
(Nakanishi et al., 2008). En opposition, l’augmentation de PGE2 endogène par la 
suppression génétique de la déshydrogénase 15-PGDH favorise la croissance de tumeurs 
colorectales (Myung et al., 2006).  
La PGE2 contribue à la prolifération cellulaire en permettant la transactivation du 
récepteur EGFR (Pai et al., 2003) grâce à la relâche de TGF-α (transforming growth factor-
α), un ligand du récepteur EGFR. Son activation provient du clivage de sa forme proactive 
par les métalloprotéinases (MMPs) de la matrice. L’activation des MMPs est régulée dans 
ce contexte par la protéine c-Src. La phosphorylation du récepteur à l’EGF qui découle de 
cette transactivation permettrait l’activation de la voie mitotique ERK. D’autres études 
démontrent que PGE2 permet d’activer l’EGFR par l’activation de voies utilisées par AMPc 
/PKA(Buchanan et al., 2006) ou par c-Src (Buchanan et al., 2003).              
La prostaglandine PGE2 peut aussi induire la prolifération et l’angiogenèse en 
activant la voie de signalisation TCF / β-caténine qui promeut la transcription génique. 
Dans une étude, il a pu être démontré que cette prostaglandine, en permettant l’activation 
des voies de transcription TCF / β-caténine dépendantes, pouvait résulter en l’augmentation 
de l’expression de la cycline D1 et du facteur de croissance VEGF. Les effets rapportés 
demanderaient la présence de l’activation de la voie AMPc / PKA (protéine kinase A) 
suivie de la phosphorylation de la GSK3β, la relâche et l’accumulation de β-caténine 
nucléaire (Shao et al., 2005; Tsujii et al., 1998). Une seconde étude établie par Castellone et 
Gutkind (Castellone et al., 2005) rapporte que suite à l’engagement du ligand PGE2 avec le 
récepteur EP2, il y aurait la mise en place de deux cascades de signalisation. La première de 
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ces voies permettrait l’activation de la voie PI3K/AKT par la sous-unité Gβγ, suivie de la 
phosphorylation et de l’inactivation de la protéine GSK3β. La seconde voie découlerait de 
l’activation de la sous-unité Gαs. Gαs formerait un complexe avec l’Axine. Ensemble, ces 
deux cascades permettent la libération de la β-caténine du complexe formée par la β-
caténine ⁄Axine⁄  GSK3β et empêchent cette dernière protéine d’inhiber β-caténine. 
I.6.4.3 PGF2α 
En plus de ses nombreux effets sur la vasoconstriction et la biologie reproductive, la 
prostaglandine PGF2α pourrait contribuer à l’angiogenèse et la formation tumorale. On 
retrouve des niveaux élevés de PGF2α dans les cancers endométriaux (Sales et al., 2005), 
mais aussi dans les cancers colorectaux. Une expression accrue du récepteur FP est aussi 
remarquée. Il existe peu d’études sur l’effet de cette prostaglandine sur la progression du 
CCR. Qualtrough et collaborateurs ont démontré, en 2007, la présence in vivo de récepteur 
FP dans l’épithélium normal du côlon, mais aussi dans les diverses composantes des 
adénomes et carcinomes colorectaux (Qualtrough et al., 2007). Dans des expériences in 
vitro, ils ont pu démontrer que cette prostaglandine pouvait stimuler la motilité et l’invasion 
de certaines lignées cancéreuses colorectales, et cela de manière comparable à l’effet du 
PGE2 (Qualtrough et al., 2007). Dans le cancer de l’endométrium, il est remarqué que la 
prostaglandine PGF2 permet de réguler de nombreuses cytokines. Par exemple, la 
cytokine CCL20 et son récepteur le CCR6 sont élevés au niveau de ce cancer. Cette 
élévation serait due à une élévation de PGF2α et de sa signalisation associée remarquée lors 
de la mise en place de ce cancer. Ainsi, une augmentation de la prolifération cellulaire est 
constatée dans des cellules cancéreuses endométriales Ishikawa transfectées de manière 
stable avec le récepteur FP (Wallace et al., 2011). Dans le cancer endométrial aussi, la 
prostaglandine PGF2α régule l’augmentation de FGF2 (fibroblast growth factor 2) (Sales et 
al., 2007) et de sa signalisation et l’augmentation de la cyclooxygénase 2 (Jabbour et al., 
2005). En somme, le récepteur FP et la PGF2 jouent un rôle important dans la morphologie, 
la migration et la prolifération de cellules d’adénocarcinomes endométriaux (Sales et al., 
2008; Sales et al., 2005) . 
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Objectifs de thèse  
Le but de cette thèse est de décrire la signalisation du récepteur FP et  sa modulation 
allostérique dans deux types de pathophysiologies, soit l’accouchement préterme et le 
cancer colorectal. Nous pensons que grâce à cela, il sera plus aisé de développer des 
molécules pouvant ajuster la signalisation du récepteur FP. Ces modulateurs pourraient 
affecter certaines voies de signalisation permettant la progression de ces deux pathologies. 
Ainsi, notre hypothèse de recherche est que les modulateurs allostériques spécifique au 
récepteur FP permettraient d’affecter sélectivement certaines voies de signalisation par 
rapport à d’autres, permettant par le fait même d’améliorer les thérapies offertes pour les 
deux pathophysiologies observées soit l’accouchement préterme et le cancer colorectal. 
 
Ainsi, les objectifs de cette thèse sont : 
1)  La caractérisation du rôle du récepteur FP  et de la signalisation qui agit dans le 
processus d’ondulation membranaire dans des cellules HEK293-FP 
2) L’étude des voies de signalisation du récepteur FP  permettant la migration et la 
prolifération cellulaire, dans un modèle de cancer colorectal. 
3) L’étude des effets engendrés par l’utilisation de modulateurs allostériques sur la 
signalisation induite par le PGF2α  
 
Ainsi, la première partie du chapitre III abordera des avancées effectuées sur la 
modulation du récepteur FP dans un modèle d’accouchement préterme. L’article qui en 
découle a été écrit et publié en tant que coauteure en 2010 (Goupil et al., 2010). Seulement 
les résultats provenant de notre laboratoire seront présentés dans cette thèse.  
La deuxième section de ce même chapitre touchera à la caractérisation de la 
signalisation du récepteur FP et de la prostaglandine PGF2α dans le cancer colorectal et de 
la modulation de ce récepteur par de nouvelles molécules allostériques développées. 
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Chapitre II. Matériel et méthodes 
II.1 Produits 
De multiples produits ont été utilisés lors de cette étude. PGF2α et PGE2 ont été 
achetés auprès de la compagnie Cayman (Michigan, É.-U.). Les molécules PD98059, 
GÖ6983, LY294002 ont été acquises auprès de la compagnie Calbiochem (Ontario, 
Canada). Le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et le collagène de rat ont été acquis 
auprès de la compagnie Sigma- Aldrich ( Ontario, Canada). La molécule C3 exoenzyme a 
été acquise chez Cystoskeleton (Colorado, É.-U.) et le Y27632 provient de Ascent 
Scientific (Massachusetts, É.-U). La phalloïdine fluorescente 488 provenait de Molecular 
Probes (Oregon, É.-U.) Les différents milieux de cultures ont été achetés auprès de la 
compagnie Wisent Bioproducts (Québec, Canada). Les anticorps anti-RhoA, anti-β-
caténine et anti-phospho-β-caténine ont été achetés chez Santa Cruz Biotechnology 
(Californie, É-U). Les anticorps anti-ERK et anti-phospho-ERK ont eux été acquis auprès 
de la compagnie NEB Cell Signaling Technology (Massachusetts, É.-U.). Le matrigel a été 
acheté chez BD Bioscience  (Ontario, Canada). Lipofectamine 2000 a été achetée chez 
Invitrogen (Ontario, Canada). Le reste des produits a été acheté par l’entremise de la 
compagnie Sigma-Aldrich Company (Ontario, Canada). 
II.2 Modèle murin d’accouchement pré-terme 
Des souris CD-1 à leur 16ième journée de gestation ont été anesthésiées avec de 
l’isoflurane (2%). Des pompes osmotiques (Alzet pump, Alzet, Californie) contenant de 
l’eau saline ou du PDC113.824 (10 mg/jour/animal) ont été implantées de manière sous-
cutanée dans le dos des animaux. 15 minutes après le placement de la pompe, les animaux 
ont reçu des injections de PGF2α ou de lipopolysaccharide (LPS), une endotoxine de 
Escherichia coli (50 µg/animal intra péritonéal) pour imiter les effets d’un accouchement 
pré-terme. Un groupe séparé d’animaux a reçu du PGF2α ou du LPS quatre à sept heures 
avant l’administration de PDC113.824. Les animaux étaient inspectés toutes les heures sur 
les premiers 18 heures et à chaque deux heures par la suite pour pouvoir documenter 
l’heure de mise- bas. 
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II.3 Essai de contractions de collagène 
Les essais de contractions de collagène ont été effectués sur 14 000 et 17 500 cellules 
myométriales hTERT-C3. Ces cellules ont été ensemencées dans un milieu DMEM/F12 sur 
une matrice de collagène pendant deux heures à 37°C. Les cellules ont par la suite été 
prétraitées avec le véhicule (eau saline), du C3 exoenzyme (1µg/ml) ou du PDC113.824 (2 
µM) pendant deux heures. Par la suite, les matrices de collagène ont été détachées du fond 
du puits, puis stimulés avec ou non du PGF2α (1µM) à 37°C durant la nuit. La contraction 
était arrêtée en fixant la matrice avec 4% de paraformaldehyde. Les puits contenants les 
matrices de collagène ont été photographiés et le pourcentage de contraction a été calculé 
en utilisant la formule suivante : % contraction = 100 - (zone de la matrice *100 /zone du 
puits)(Goupil et al., 2010). 
II.4 Translocation de PKCβI-GFP 
 Des cellules HEK293 récepteur FP ont été cotransfectées avec PKCβI-GFP. Les 
cellules ont été privées en sérum 30 minutes puis prétraitées avec le véhicule (eau) ou du 
PDC113.824 (2 µM) pendant 30 minutes, suivi par un traitement avec des concentrations 
ascendantes de PGF2α (10 -11  à 10-7 M) pendant 10 minutes. Les images de cellules ont été 
prises à chaque 30 secondes avec l’aide d’un microscope Zeiss LSM-510 Meta Laser. La 
translocation a été déterminé par le calcul suivant : niveau de fluorescence à la membrane / 
niveau de fluorescence au cytosol (Goupil et al., 2010). 
II.5 Expérience Raichu- RBD 
 Raichu-RBD est composé d’un YFP au domaine terminal NH2 , un domaine central 
RBD ( Rho-binding domain) de la Rhotekine et une terminaison CFP au domaine COOH 
terminal. 50 000 cellules HEK293-FP ont été ensemensées sur des lamelles à microscope, 
puis le lendemain, ces cellules ont été transfectées avec le mutant Raichu-RBD seul ou co-
transfectés avec Gα12DN. 48 heures plus tard, les expériences ont débuté par le 
prétraitement des cellules ou non avec du PDC113.824 ( 1µM) 30 minutes ou du C3 
exoenzyme(1µg/ml) pendant trois heures. Ce prétraitement est suivi d’une stimulation avec 
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1µM de PGF2α durant 25 minutes. Des images ont été prises à chaque 30 seconde durant les 
premières six minutes, puis à chaque minute jusqu’à la douzième minute, puis aux temps 
15, 20 et 25 minutes. Ces images ont été prises avec un microscope Zeiss LSM-510 Meta 
laser à des niveaux d’excitation de 405 nm pour le CFP et la chaine FRET, 514 nm pour le 
YFP. Les émissions étaient mesurées avec un BP (Bypass) de 420-480 pour le CFP et un 
BP de 530-600 pour le YFP et le FRET. L’efficacité de transfert d’énergie entre le CFP qui 
est le donneur et le YFP qui est le receveur a été calculée en déterminant le ratio de 
fluorescence de YFP sur CFP de trois différentes régions sur chaque cellule visionnée 
(Goupil et al., 2010).  
II.6 Étude de liaison de [35S]GTPγS 
Tout d’abord,  des cellules HEK293- FP ont été transfectées avec des mutants Gαq 
et Gα12 possédant une étiquette EE. La journée de l’expérimentation, les cellules ont été 
privées de sérum puis prétraitées avec 0.5µM de PDC113.824 à 37°C pendant 30 minutes. 
Par la suite, les cellules ont été récoltées dans un tampon froid (10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 2 
mM EDTA,48.8 mM MgCl2 , 100mM NaCl). Des molécules de GDP, à une concentration 
finale de 1 µM, ont été ajoutées à 50 µg de membranes et le tout mis sur glace pendant 10 
minutes. Suite à cela, la réaction est mise à incuber à 30°C pendant cinq minutes. Par la 
suite, du [35S]GTPγS a une concentration finale de 5 nM est ajouté à l’expérience. De la 
PGF2α est rajoutée trente secondes plutard pendant cinq minutes. Les réactions sont arrêtées 
avec un tampon froid d’immunoprécipitation contenant 50 mM de Tris HCl, pH 7.5, 20 
mM de MgCl2, 150 mM de NaCl, 0,5% de Nonidet P-40 et des inhibiteurs de protéases. 
Les membranes sont laissées à solubiliser pendant 30 minutes à 4°C. Pour 
l’immunoprécipitation des complexes, 1.2 µg de anti-Gαq ou anti-Gα12 ont été ajoutés dans 
le mélange pendant deux heures à 4°C. Des billes de protéine G-agarose ont été ajoutées et 
la solution a été incubée pour une autre heure à 4°C. Les billes ont par la suite été nettoyées 
trois fois avec le tampon d’immunoprécipitation et le [35S] GTPγS qui s’était incorporé, a 
été mesuré par spectrométrie par scintillation liquide (Goupil et al., 2010). 
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II.7 Construction des cellules HEK293-HA-FP 
Tout d’abord, la génération de cellules exprimant de façon stable le récepteur FP 
s’est effectuée comme suit : le vecteur pIRES-Puro3 a premièrement été utilisé avec les 
enzymes de digestion NheI/BamHI sur une portion de PCR contenant une étiquette 
hémagglutinine (HA). Cette portion de PCR superposait la séquence pIRES-Puro3 (qui 
comprenait cette étiquette : 
FWD:5′CTAGCCACCATGGCTTACCCTTACGACGTGCCAGATTATGCCTGCGGAT
CCGGCGTTTAAAC3′,RVS:5′GATCGTTTAAACGCCGGATCCGCACAGATAATCTG
GCACGTCGTAAGGGTAAGCCATGGTGG-3′). Par la suite, la séquence a été digérée 
avec ces mêmes enzymes, puis insérée dans le vecteur pIRES-Puro3. Cette nouvelle 
construction fut renommée pIRESP-HA. pIRESP- HA a été digérée de nouveau avec 
l’enzyme de digestion BamHI et le récepteur FP fut créé par procédure de PCR. La 
séquence PCR utilisée pour cette construction fut la suivante : (de pcDNA3.1+/FP 
receptor ; FWD: 
5′TTATGCCTGCGGATCCTCCATGAACAATTCCAAACAGC3′,RVS:5′TTTAAACGC
CGGATCCTAGGTGCTTGCTGATTTCTCTG-3′). L’ADN de pcDNA3.1+/ récepteur FP 
a été obtenu du centre de ressources sur  l’ADN complémentaire (cDNA) de l’Université 
duMissouri. En dernier lieu, cette séquence a été introduite par recombinaison selon les 
instructions du manufacturier (In-Fusion PCR cloning kit, Clontech). Tous les clones ainsi 
créés ont été vérifiés par séquençage bidirectionnel. Les lignées stables de HEK293 
possédant le récepteur FP stables ont été sélectionnées avec 0,7µg/ml de puromycine et ont 
été dénommées HEK293-HA-FP. 
II.8 Lignées cellulaires et transfection 
Les HEK293-HA-FP ont été cultivées à des températures de 37°C dans 
l’environnement à 5 % de CO2. Le milieu de culture pour les HEK293-HA-FP était EMEM 
(Eagle’s Minium Essential Medium) contenant du sérum de fétus bovin (FBS) à une 
concentration de 10 %. De plus, le milieu était supplémenté avec de l’ampicilline et de la 
pénicilline à une concentration de 10 %. 
Les lignées cellulaires SW480 et SW620 ont été achetées auprès de la compagnie 
ATCC (Manassas, VA). Les CT26 et CT36 sont de généreux dons de la Dre Caroline 
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Saucier de l’Université de Sherbrooke. Les HT29, HTC116 et CACO ont été données 
généreusement par le Dr Sylvain Meloche de l’Université de Montréal. Toutes lignées 
cancéreuses d’adénocarcinomes colorectaux murins et humains ont été ensemencées dans 
un milieu DMEM (Dubelcco’s Minimum Essential Medium)  supplémenté avec 1 % de 
gentamicine et 10 % de FBS. Elles ont été laissées à se diviser dans un environnement à 
37°C avec 5 % de CO2. Avant chaque expérience, les différentes lignées cellulaires ont été 
lavées deux fois avec du PBS, puis privées de sérum pour une durée minimale de huit 
heures. Pour ce qui est des cellules SW480 et SW620, elles devaient être privées de sérum 
pour une durée minimale de 24 heures. 
II.9 Ondulation membranaire et immunofluorescence 
Les cellules possédant le récepteur FP, les HEK-293-HA-FP, ont été ensemencées 
sur des lamelles de verre, préalablement insérées dans des plaques à six puits. Pour les 
essais avec les dominants négatifs de Gα12 (Q231L/D229N) dans des HEK-293-HA-FP, ces 
cellules ont été transfectées avec de la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 48 heures avant le 
début de l’expérience. La journée de l’expérimentation, les cellules ont été privées de 
sérum pendant trente minute. Par la suite, les cellules HEK293-HA-FP ont été prétraitées 
ou non (30 minutes, 37 °C) avec le peptidomimétique PDC113.824 (0.1 ou 1 µM) ou avec 
les inhibiteurs suivants : Al-8810 (1 µM), un antagoniste du récepteur FP; PD98059 (1 
µM), un inhibiteur de MEK1/2; GÖ6983 (1 µM dilué dans le DMSO), un inhibiteur de la 
protéine PKC; LY294002 (2 µM dilué dans le DMSO) un inhibiteur de PI3K; Y27632 
(1µM), un inhibiteur de la protéine ROCK. L’inhibiteur de RhoA, le C3 exoenzyme, a été 
aussi utilisé à une dose de 1 µg/ml en prétraitement de quatre heures à 37 °C. Par la suite, 
les cellules prétraitées ont été stimulées avec 1 µM de PGF2α pendant trente minutes, puis 
fixées avec 4 % de paraformaldéhyde. Ainsi, les cellules fixées ont été rincées avec un  
tampon phosphate salin (PBS), puis ont été perméabilisées durant dix minutes avec 0.1 % 
de saponine. Les cellules ainsi perméabilisées ont pu être marquées avec ou non un 
anticorps primaire monoclonal contre Gα12, puis avec un anticorps fluorescent pour le 
marquage final. Les autres lamelles ont été marquées avec la phalloïdine fluorescente 488 
qui permet le marquage de l’actine cellulaire. Les lamelles ont par la suite été fixées sur des 
lames de verre en utilisant une colle à lamelle, soit du « Gel tol mouting ». Pour effectuer 
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les quantifications subséquentes de cellules démontrant un phénotype d’ondulation de 
membrane, neuf champs différents comprenant entre cinq et sept cellules par champ par 
lamelle ont été pris en photo. Les images ont été acquises avec un objectif à immersion sur 
un microscope à balayage laser Zeiss LSM-510 META.  
 
II.10 Essais de migration cellulaire 
Les essais de migration cellulaire ont été effectués dans des chambres de Boyden 
aux pores de 8 µm (Corning, NY, USA). Les lignées cellulaires utilisées pour ces essais 
furent les cellules humaines SW480, HT29, Caco-2, HTC116 et les lignées murines CT36 
et CT26. Tout d’abord, les chambres supérieures des puits ont été enduites avec du 
collagène de rat de type I puis mises dans un incubateur (37 °C à 5 % de CO2 ) au cours de 
la nuit précédant l’expérimentation. Le lendemain, les puits furent lavés avec du tampon 
phosphate salin, puis 2x104 cellules ont été ensemencées dans chacun de ces puits. Après un 
minimum de deux heures d’ensemencement, les cellules ont été prétraitées ou non pendant 
une heure à 37 °C  avec les différents inhibiteurs ou molécules suivants :  les analogues 
CAR10 et PDC113.824 (1 µM); Al-8810 (1 µM); PD98059 (1 µM); GÖ6983 (1 µM) ou 
Y27632 (1 µM). L’inhibiteur de RhoA, le C3exoenzyme, a été aussi utilisé à une dose de 1 
µg/ml pendant 4 heures à 37 °C. Suite à ces prétraitements, les cellules ont été stimulées 
pendant douze heures avec les agonistes PGF2α (1 µM), PGE2 (1 µM) ou FBS (10 %) dans 
les chambres inférieures des puits. Après stimulation, les cellules ont été fixées avec une 
solution de paraformaldéhyde 4 % puis marquées avec une solution de Crystal Violet 
(0.1 % dans 20 % de méthanol) pendant douze heures. Suite à cela, l’excès de Crystal 
Violet a été rincé cinq fois au PBS pour ôter le plus de colorant possible. Finalement, les 
cellules se trouvant sur la face inférieure des chambres ont été enlevées avec l’aide d’un 
coton-tige et les cellules ayant migré à travers les pores du filtre ont pu être visualisées avec 
l’aide d’un microscope à contraste de phase. Les cellules ayant migré ont été comptées 
manuellement. Les données obtenues sont représentatives de compte cellulaire sur cinq 
champs séparés de chaque puits. Chaque essai a été effectué en duplicata et répété trois 
fois. 
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II.11 Essai de contractions myométriales 
Des utérus de souris ont été obtenus immédiatement après la mise bas. Des bandes 
de tissu myométrial ont été par la suite obtenues et possédaient une longueur de 2-3mm de 
large et de 1 à 2 cm de long. Ces bandes ont été suspendues dans des bains d’organes 
contenant du tampon Krebs (Sigma-Aldrich, Canada). Ces bains étaient équilibrés avec 
21% d’oxygène et étaient tenus à une température de 37°C avec une tension initiale. Par la 
suite, les pics et leur durée, et la fréquence des contractions spontanées en présence ou non 
(véhicule : eau) de PGF2α  et des molécules PDC113.824 et des analogues CAR10 ont été 
enregistrés avec l’aide d’un système de polygraphie digitale Kent.   
II.12 Essais d’activation de RhoA 
 Des cellules SW480 et CT26 ont été ensemencées dans des pétris puis laissées à 
croitre jusqu’à confluence. Deux jours avant l’expérimentation, les pétris ont été rincés 
deux fois avec du tampon phosphate salin, puis un milieu sans sérum fut ajouté. Lors des 
expériences d’activation, les cellules ont été prétraitées ou non avec du PDC113.824 (1 
µM) ou du CAR10.0 (1 µM) pendant trente minutes, puis stimulées avec 1 µM de PGF2α  à 
37 °C, aux temps indiqués. Les cellules ont été rincées avec du PBS froid 1x, puis lysées 
dans 150 µL de tampon de lyse E fait à partir de 50 mM Tris/HCl, pH7.5, contenant 1 mM 
EDTA, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 % [v/v] de Triton-X 100 et des inhibiteurs de 
protéases (4 µg/ml leupeptine et 30 µg/ml PMSF). Suite à la procédure de lyse, les 
échantillons cellulaires ont été centrifugés à une vitesse de 12 000 x g pendant dix minutes 
à 4 °C. Par la suite, les lysats ainsi clarifiés des débris cellulaires ont été incubés par 
rotation une heure avec des billes de Sépharose 4B-glutathione couplées avec la protéine de 
fusion GST-RBD-Rhotekine. Par la suite, les billes ont été lavées trois fois avec le tampon 
de lyse, puis les échantillons ont été mis à ébullition avec 20 µL de tampon SDS (sodium 
dodecyl sulfate) pendant cinq minutes à 95 °C. Un immunobuvardage de type Western a été 
effectué pour détecter la protéine RhoA liée au GTP. La quantité de RhoA liée à RBD-
Rhotekine a été normalisée avec le niveau de protéine RhoA retrouvé dans les lysats 
cellulaires de chaque échantillon. 
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II.13 Phosphorylation des MAPKinases et de la β-caténine 
Pour la détection de la phosphorylation des MAPKinases, le protocole suivant fut 
utilisé. Les cellules humaines SW480 et murines CT26 ont été ensemencées dans des pétris 
et laissées à croitre jusqu’à confluence. Deux jours avant l’expérimentation, les cellules ont 
été rincées deux fois au PBS, puis un milieu sans sérum fut ajouté. Le jour de 
l’expérimentation, les cellules ont été prétraitées ou non avec du PDC113.824 (1 µM, 30 
minutes); PMA (10 µg par ml, 1 heure); GÖ6983 (10 µM, 1 heure) ou avec l’inhibiteur de 
MEK 1 PD98089 (20 µM, 2 heures) à 37 °C. Suite à ces incubations, les cellules ont été 
stimulées avec 1 µM de l’agoniste PGF2α  à 37 °C, pour les temps indiqués. À la fin des 
stimulations, les cellules ont été rincées avec du PBS froid, puis les lysats cellulaires des 
conditions expérimentales ont été récoltés dans 80 µL de tampon de lyse TGH (pH 7.3, 1 % 
Triton X-100, 10 % glycérol, 50 mM  de NaCl, 50 mM  de HEPES, 5 mM EDTA) avec 
ajout d’inhibiteurs de protéases et 1 nM de sodium orthovanadate. Suite à la récolte, les 
échantillons de lysats ont été solubilisés par rotation à 4°C pendant trente minutes. Par la 
suite, les lysats cellulaires ont été clarifiés par une centrifugation de 12 000 x g (4 °C, dix 
minutes). Finalement, 20 µl des lysats de protéines de chaque condition ont été élués avec 
une solution tampon SDS contenant 5 % de β-mercaptoéthanol et chauffés à 95 °C pour 5 
minutes, et soumis à l’électrophorèse pour séparation avant d’être analysé par 
immunobuvardage- Western. 
II.14 Immunobuvardage Western 
Les protéines totales obtenues des lysats clarifiés ont été séparées pour 
immunobuvardage Western dans un gel de polyacrylamide, puis les protéines séparées ont 
été transférées par électrophorèse sur des membranes de nitrocellulose. A la fin de 
l’électrophorèse, les membranes ont été bloquées avec une solution tampon contenant du 
Tween et de l’albumine a 2 % au minimum trente minutes. Les membranes ont, par la suite, 
été sondées pour les protéines d’intérêt avec l’usage de solutions d’anticorps primaires 
spécifiques. Les membranes ont été laissées dans les solutions d’anticorps, soit de RhoA, 
de ERK 1⁄2 total, phospho-ERK1⁄2 et β-caténine total et phospho-β-caténine durant douze 
heures. Les membranes de nitrocellulose ont été lavées trois fois avec une solution saline 
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tampon contenant du Tween (TBS). Ces membranes de nitrocelluloses ont été incubées 
avec des anticorps secondaires de souris ou de lapin, préalablement conjugués à la 
fluorescéine-isothiocyanate. Ainsi, la fluorescence dégagée par ces anticorps a pu être 
détectée avec l’aide du scanneur Typhoon 9410 (Amersham Biosciences). La quantification 
d’images numériques a été effectuée avec le logiciel Image J. 
II.15 Essais de prolifération cellulaire par MTT ou par compte cellulaire 
La prolifération cellulaire a été évaluée soit par compte cellulaire soit par essai 
enzymatique MTT. 1.5 x 104 cellules SW480 ou CT26 ont été ensemencées dans une 
plaque à 96 puits dans un milieu DMEM possédant une concentration minime de sérum de 
2 %. La privation en sérum s’est déroulée sur une période de vingt-quatre heures à 37 °C. 
Par la suite, ces cellules ont subi un traitement ou non avec 1 µM de PDC113.824 ou de  
CAR10.0 durant 30 minutes, suivi par une stimulation ou non avec les différents agonistes 
suivants : PGF2α (1 µM), PGE2 (1 µM) ou FBS 10 %. Les molécules et agonistes ont été 
laissés dans le milieu de culture. Ce milieu a été changé tous les deux jours et le protocole 
de traitement au PDC113.824 et aux agonistes tels que mentionné plus haut, était aussi 
effectuée aux deux jours. Aux jours 3, 5 et 7, des mesures de prolifération ont été effectuées 
soit par compte manuel de cellules, soit par l’essai colorimétrique de MTT (3- [4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma - Aldrich). Pour l’essai 
MTT, un volume de 20 µL de 5 mg/ml de solution MTT, préalablement dissoute dans du 
PBS (10 mM PO43−, 137 mM NaCl, and 2.7 mM KCl) et filtrée, a été ajouté à chaque puits 
d’expérimentation. Suite à une incubation de quatre heures, le précipité de formazan, de 
couleur pourpre, a été dissous avec 100 µL de DMSO pour un maximum de vingt heures, 
puis l’absorbance a été lue à 550 nm grâce à un spectrophotomètre. Chaque essai de MTT a 
été fait en triplicata et répété trois fois.  
II.16 Essai rapporteur double rénilla-luciférase TCF/LEF  
Des cellules SW480 (2 x 104) ont été ensemencées dans des plaques à 24 puits. Ces 
cellules ont été cultivées jusqu’à confluence, puis transfectées dans un milieu sans sérum 
avec de la Lipofectamine 2000, avec le plasmide rapporteur de Luciférase sous le 
promoteur TCF/LEF et le plasmide Rénilla. Douze heures plus tard, les cellules ont été 
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rincées au PBS puis elles ont été remises dans un milieu contenant du sérum à une 
concentration de 2 %. Les cellules en culture ont par la suite été traitées ou non avec du 
CAR10 (1 µM), du PMA (10 µM) ou du GÖ6983 (10 µM) puis stimulées ou non avec du 
PGF2α ou PGE2 (1 µM) durant seize heures. Suite aux différentes stimulations, les cellules 
ont été lysées dans la solution de lyse offerte dans le kit Promega (Madison, É-U) durant 
deux heures et l’activité de la β-caténine dans les lysats cellulaires a pu être déterminée 
avec le système de double détection Rénilla- Firefly Luciférase (Promega, Madison, É-U) 
tel que décrit dans le guide du manufacturier. Ainsi, une première lecture de la 
luminescence du plasmide Firefly Luciférase TCF/LEF a été détectée pour chaque lysat 
dans une plaque à 96 puits. Pour arrêter cette luminescence, une solution-stop a été ajoutée 
à ces lysats. Une vingtaine de minutes plus tard, la luminescence de la Rénilla dans les 
lysats a aussi pu être détectée avec le lecteur de plaque VICTOR, sous la fonction 
luminomètre. Le ratio de la luminescence obtenue du plasmide Firefly  sur la luminescence 
de la Rénilla a été effectué pour chaque échantillon. De plus, les résultats ont été obtenus en 
duplicata et les expériences ont été répétées deux fois.  
II.17 Essai de tumorigénèse dans un modèle murin in vivo 
Des souris mâles BALB/c (Taconic, É.-U.) de huit semaines et pesant entre dix-huit 
et vingt grammes ont été mises dans des cages stérilisées sous filtration d’air. Ces cages 
étaient supplémentées avec de la nourriture et de l’eau stérile. Les manipulations ont été 
effectuées sous des hottes aseptisées et sous flux laminaire. Tous les traitements et 
procédures chirurgicaux ont été produits sous la conduite d’un protocole approuvé par le 
comité d’éthique de l’Université de Montréal. Le modèle d’inoculation des cellules 
cancéreuses CT26 in vivo a été établi par inoculation sous-cutanée. 
 Les souris ont été séparées en trois groupes : le groupe A (cellules CT26 + 
véhicule), le groupe B (cellules CT26 + CAR10) et le groupe C (cellules CT26 traitées + 
CAR10). Le groupe A possédait dix souris et les groupes B et C en comptaient sept 
respectivement. Les souris des deux premiers groupes, soit les groupes A et B, ont reçu sur 
chaque flanc 2.5 x 104 cellules CT26 non traitées. Les souris du groupe C  ont, quant à 
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elles, reçu sur chaque flanc 2.5 x 104 cellules CT26 préalablement traitées pendant douze 
heures avec 10 µM de CAR10. 
 Avant l’inoculation des cellules CT26, ces dernières ont subi un test de viabilité 
avec du bleu de Trypan. Ainsi, suite à la culture des cellules et de leur trypsinisation pour 
les décoller des pétris, du bleu de Tryptan a été ajouté et le nombre de cellules viables 
évaluées avec un hémacitomètre. Par la suite, les cellules CT26 contrôles ou prétraitées ont 
été resuspendues dans une solution de 50 µL de Matrigel sans facteur de croissance et 50 
µL de DMEM sans sérum. Le tout était gardé sur glace.  
La procédure d’injection sous-cutanée des cellules CT26 se déroulait comme suit. 
Les souris BALB ⁄c étaient préalablement marquées, rasées et désinfectées sur les deux 
flancs sous anesthésie à l’isoflurane. Toujours sous anesthésie, les souris ont reçu de 
manière 2.5 x 104 cellules CT26 prétraitées ou non, dépendamment du groupe, sur les deux 
flancs. Par la suite, les souris étaient suivies tous les deux jours. Lorsque les tumeurs des 
souris atteignaient des grosseurs se situant entre 25 et 50 mm3, le protocole d’injection du 
CAR10.0 pouvait débuter, soit autour du cinquième jour post-inoculation (jour 5).   
Le protocole intratumoral consistait à mettre les souris sous anesthésie à l’isoflurane 
avant chaque injection. Lors des injections, une seringue était insérée au milieu de la 
tumeur puis la dose relâchée. Ainsi, les souris des groupes B et C ont reçu, par injection 
intra tumorale, 20 µL de 10 mM de CAR10.0 dissous dans de l’eau stérile. Le groupe A a, 
quant à lui, reçu des injections intratumorales de 20 µL d’eau stérile.  
Le régime d’injections intratumorales s’est déroulé à tous les trois jours. Chaque 
souris de tous les groupes a été pesée avec une balance calibrée et le volume des tumeurs a 
été déterminé en prenant les mesures de longueurs et de diamètres (hauteurs) des tumeurs 
avec l’aide d’un vernier. La formule mathématique utilisée pour le volume des tumeurs 
était : ½ (longueur x diametre2) pour chacun des groupes et les mesures de poids corporels 
et de volumes des tumeurs ont été prises au même moment. Au 19e jour, soit quatorze jours 
après le début du protocole d’injection intratumorale, les souris des trois groupes ont été 
euthanasiées par CO2. Le même jour, les tumeurs des flancs de chaque groupe ont été 
prélevées et pesées avec une balance. 
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II.18 Analyses statistiques  
Les tests statistiques ont été effectués à l’aide du logiciel GraphPad Prism 6 (San Diego, 
CA, É.-U.). Les analyses utilisées comprennent le test exact de Fisher (Figure 23 A et C), le 
test de t (Figures 23B et D, 25A et B, 26A, 28, 36A et B, 37A et 44C), le test de  t «one-
sample» (Figures 26B et 27), l’ANOVA unidirectionnelle avec correction  de Dunnett 
(Figures 24 B, 29A et C, 30B, 32A et B), l’ANOVA unidirectionnelle (Figures 33, 34, 35A, 
37B, 38, 39, 43 B et 44B ) ou bidirectionnelle (Figures 25 C, 35 B, 40 A et B, 41, 42, 43 A 
et C) avec correction de Bonferroni. Le test de t a été utilisé dans certaines situations de 
groupes multiples, quand il avait été décidé a priori qu’une seule comparaison était 
d’intérêt ou encore que le même groupe ne reviendrait pas dans plus d’une comparaison. 
Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne plus ou moins écart type; le 
nombre de répétitions (n) et les valeurs de p, où une valeur de p < 0.05 est considérée 
comme significative, sont écrits dans la légende de chaque figure. 
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  Chapitre III. Signalisation et modulation du récepteur 
FP dans des cellules HEK293 
Le récepteur FP et la prostaglandine PGF2α sont présentement des cibles de 
recherche pour la mise au point d’agents tocolytiques. En effet, le récepteur FP permet le 
déclenchement des contractions utérines lors de l’accouchement. Il est reconnu que les 
souris déficientes en récepteur FP sont incapables de mettre bas, dû aux hauts niveaux de 
progestérone qui maintiennent la gestation (Kawamata et al., 2008). Des études ont 
démontré que le récepteur FP, à la suite d’une stimulation par la PGF2α, pouvait se coupler à 
différentes protéines G. Le couplage du récepteur FP à la Gαq engendre l’accumulation de 
IP3 et l’activation de la protéine PKC. Le récepteur FP peut aussi contribuer à la 
réorganisation du cytosquelette d’actine par l’activation de la signalisation de voies 
dépendantes de Rho, qui passerait par la protéine Gα12. 
L’activation de ces deux voies de signalisation semblent permettre la formation des 
contractions utérines lors du travail, mais leurs véritables contributions restent à être 
déterminées. La caractérisation des voies de signalisation activées par la PGF2α sur le 
récepteur FP doit être élucidée avant la création de nouvelles molécules tocolytiques 
possédant un réel pouvoir sur les contractions utérines. De nombreuses molécules 
tocolytiques ont été mises au point au cours des dernières années sur les bases de l’effet de 
la PGF2α et de son récepteur sur la contraction du myomètre utérin. Un peptide dérivé de la 
structure du récepteur FP, le THG113, a été reconnue comme étant un antagoniste de ce 
récepteur efficace pour retarder l’accouchement dans un modèle murin (Peri et al., 2002). 
Le THG113 possède une spécificité pour le récepteur FP, car des essais de liaison ont 
démontré que cette molécule lie ce récepteur avec un IC50 de 35 nM, possédant ainsi une 
forte affinité pour le récepteur FP. Des essais de déplacement de [3H] PGF2α sur le 
récepteur FP ont aussi permis de démontrer que cette molécule ne se fixait pas sur les 
mêmes sites de liaison que le PGF2α (Peri et al., 2002). La molécule PDC113.824 a été 
construite, car l’utilisation de peptide comme médicament est problématique, du au niveau 
de dégradation de ces molécules par les protéinases.  
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III.1 Le PDC113.824, une molécule au propriété allostérique sur le récepteur FP 
En 2010, un article écrit en tant que co-auteure s’intitulant: A novel biased allosteric 
compound inhibitor of parturition selectively impedes the prostaglandin F2α-mediated 
Rho/ROCK signaling pathway (Goupil et al., 2010) a été publié. Des éléments majeurs sur 
la caractérisation de la signalisation du récepteur FP ont été découverts grâce à l’utilisation 
d’un peptido-mimétique, le PDC113.824, provenant de l’optimisation du peptide THG113.  
Les drogues de type peptidique contiennent de nombreux avantages telles une 
meilleure puissance d’action, d’efficacité et une toxicité limitée. Par contre, l’utilisation de 
ces peptides se trouve limitée par le fait qu’ils sont rapidement dégradés par des protéases, 
possèdent une biodisponibilité faible, doivent être administrés de manière intraveineuse et 
les coûts de fabrication sont élevés (Hummel et al., 2006; Vlieghe et al., 2010). C’est pour 
ces nombreuses raisons que la transformation du peptide THG113 en petite molécule de 
type peptidomimétique a été mise au point. 
En tout premier lieu, cette étude a déterminé que le PDC113.824 permettait de 
retarder le travail prématuré chez la souris lorsqu’utilisé en prétraitement avant l’ajout de 
lipopolysacchaaride (LPS), molécule permettant le déclenchement du travail par 
l’installation d’une inflammation généralisée (Figure 23A). Lorsqu’utilisé seul, le LPS 
provoquait la mise bas des souris en moins de douze heures. Lorsqu’utilisé en pré-injection, 
le PDC113.824 retardait de 15 heures  la fin de la gestation provoquée par le LPS chez les 
souris (Figure 23B). De plus, la mise bas était retardée lorsque le PDC113.824 était utilisé 
avant une stimulation à la PGF2α (Figure 23C).  En effet, un traitement des souris au PGF2a  
déclenchait l’accouchement deux heures après l’administration de la prostaglandine, tandis 
que l’utilisation du PDC113.824 en prétraitement retardait de plus de 40 heures la mise bas 
chez la souris gestante (Figure 23D). Ainsi, le PDC113.824 possède des effets tocolytiques 
dans des modèles murins.  
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Figure 23. Action tocolytique du PDC113.824 sur des souris gestantes en pré-accouchement induit par le LPS 
et le PGF2α. 
 Ici est représenté le pourcentage de souris ayant mis bas suite à des injections intra péritonéales de LPS (A) 
ou de PGF2α (C) avec ou sans PDC113.824. Les souris contrôles ont reçu des injections intra péritonéales 
d’eau saline. Les graphiques (B) et (D) représentent la moyenne du temps des mises bas sous l’action du LPS 
(B) ou du PGF2α, en présence ou non de PDC113.824 (D) et sont des moyennes ± l’écart-type. Les données 
représentent 5 à 6 animaux par groupe. (A) et (C) Test exact de Fisher où * p < 0.05 comparées aux souris 
traitées à l’eau saline. (B) et (D) T-test où * p < 0.05 comparées aux souris traitées au LPS ou PGF2α. Figure 
adaptée de l’article de Goupil, Tassy & al (2010); Expérience originale de Goupil. 
 
Le PDC113.824 a été utilisé dans des essais de contractions sur des cellules de 
muscles lisses myométriales hTERT-C3 ensemencées dans une matrice de collagène. 
L’ajout de PGF2α permettait à ces cellules de se contracter dans cette matrice. L’usage de 
 109	  
PDC113.824 inhibait la contraction cellulaire induite par le PGF2α (Figure 24). Le récepteur 
FP possède un effet sur la contraction des muscles lisses qui découle de l’activation d’une 
voie Rho dépendante. L’utilisation d’un inhibiteur de Rho, le C3 exoenzyme, inhibe les 
contractions de ces cellules, permettant de croire au rôle de l’activation des RhoGTPases 
dans ce mécanisme. L’ocytocine a aussi été évaluée sur les contractions myométriales 
(Figure 24B); il est remarqué que les contractions en présence ou non de PDC113.824 
étaient provoquées à des niveaux significatifs (Figure 24B). 
Figure 24. Le PDC113.824 inhibe la contraction de cellules myométriales induite par PGF2α. 
(A) Images de matrice de collagène en contraction suite à un prétraitement avec du PDC113.824 ou du C3 
exoenzyme, suivi par une stimulation de PGF2α. (B)  Des quantifications des contractions myométriales 
obtenues suite aux différents prétraitements (PDC113.824 2 µM ou C3 exoenzyme 1µg/ml) ou non (véhicule : 
eau) et stimulations (PGF2α 1µM ou ocytocine 1µM) ont été établies. Les résultats représentent au moins n = 
3. Test statistique utilisé : ANOVA I. * p <0.05; ** p <0.01 comparé au groupe véhicule. Images et 
graphiques adaptés de Goupil, Tassy & al. (2010). Expérience de Goupil.  
 
Cet article a aussi évalué le rôle du PDC113.824 sur la signalisation du récepteur 
FP. Sachant que le récepteur FP peut activer la voie des MAPK, nous avons voulu vérifier 
les effets du PDC113.824 sur cette voie de signalisation. Ainsi, il a été remarqué que le 
PDC113.824 augmentait la phosphorylation d’ERK1/2 en réponse au PGF2α (Figure 25A) et 
que cette réponse en présence de ce peptidomimétique découlait d’une augmentation de 
l’activation de la protéine PKC et de sa relocalisation à la membrane plasmique de cellules 
HEK293-FP (Figure 25C). De plus, cette étude a démontré à  
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Figure 25. Le PDC113.824 module positivement ERK1⁄2 et  la protéine PKC induits par une stimulation 
cellulaire au PGF2α. 
Ces graphiques représentent l’effet d’un prétraitement de PDC113.824 (2 µM) sur l’activation des  MAPK 
sous l’action de concentrations croissantes de PGF2α. (A) ou d’angiotensine II (B). En (C) est représenté des 
images de microcopie illustrant la translocation du mutant PKCβI-GFP à la membrane suite à des 
prétraitements ou non (véhicule : eau) avec 2 µM de PDC113.824 sous l’action de différentes concentrations 
de PGF2α.   Test statistique utilisé : (A et B) t-test; (C): Anova. n = 4-6. * p <0.05; ** p <0.01 ; *** p < 0.001. 
Figures adaptées provenant de l’article de Goupil, Tassy & al. (2010). Expérience de Goupil. 
 
plusieurs reprises la spécificité du PDC113.824 comme modulateur du récepteur FP. 
L’activation d’ERK1/2 dans des cellules HEK293 possédant le récepteur de l’angiotensine 
II n’était pas affectée par un prétraitement au PDC (Figure 25B). Donc, le PDC113.824 
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module positivement la voie de signalisation Gαq-PKC-MAPK, en augmentant l’activation 
de la protéine PKC à la membrane et la phosphorylation de la voie des MAPKs. 
Des essais avec le biosenseur FRET (fluorescence resonance energy transfer) 
Raichu-RBD a été utilisé pour visualiser l’activation de la RhoGTPase RhoA. Raichu-RBD 
est un biosenseur contenant le domaine RBD de la protéine Rhotekine, un effecteur de 
RhoA. Ainsi, il a pu être remarqué que la stimulation avec la PGF2α de cellules HEK293-
HA-FP contenant le biosenseur augmentait l’activité de la protéine RhoA de manière 
dépendante du temps, et que la présence de PDC113.824 diminuait significativement 
l’activation de RhoA induite par le PGF2α (Figure 26A). De plus, l’ajout d’un dominant 
négatif de la protéine Gα12 inhibait l’activation de la protéine RhoA lors des essais de 
FRET, tout comme l’utilisation de l’inhibiteur de RhoA, le C3 exoenzyme (Figure 26B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26. Le PDC113.824 inhibe l’activation de RhoA induite par l’action de PGF2α. 
Graphiques démontrant l’action du PDC113.824 sur l’activation de RhoA, par visualisation de signaux FRET. 
Dans les figures A et B, un ratio faible YFP⁄ CFP signifie une activité élevée de la protéine RhoA, tandis 
qu’un ratio élevé signifie une activité faible de RhoA. Le graphique (A) représente les ratios YFP ⁄ CFP de 
cellules HEK293-HA-FP prétraitées ou non avec du PDC113.824 suivi d’une stimulation au PGF2α. Dans le 
graphique en (B) des cellules ont été prétraitées ou non avec du C3 exoenzyme ou transfectées avec le 
dominant négatif de Gα12 (Q231L⁄D299N) puis stimulées avec du PGF2α. Test statistique utilisé : T-test. Les 
résultats représentent  n = 8 pour (A) et n = 8 pour (B). *** p < 0.001 comparés aux cellules non traitées. 
Graphiques adaptés de l’article de Goupil, Tassy & al. (2010). Expérience de Goupil 
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Des essais de liaison au récepteur ont aussi été effectués. Le PDC113.824 ne 
touchait pas à la liaison de l’agoniste PGF2α sur le site orthostérique. Le couplage à la 
protéine G a aussi été évalué par l’examen de la liaison de [35S]GTPγS sur les protéines 
Gαq et Gα12 suivant une stimulation au PGF2α. Comme constaté avec la phosphorylation des 
MAPK, la liaison de [35S]GTPγS sur la protéine Gαq était potentialisée suite à un 
prétraitement avec le PDC113.824 (Figure 27). De plus, la liaison de [35S]GTPγS était 
complètement inhibée sur la protéine Gα12 en présence de PDC113.824. Il a été remarqué 
que le PDC113.824 est spécifique au récepteur FP. En effet, dans les cellules HEK293 
possédant le récepteur de type I de l’angiotensine II, le PDC113.824 n’affectait en rien la 
liaison en [35S]GTPγS au niveau des protéines Gα12 et Gαq  causée par l’agoniste. 
Figure 27. Le PDC113.824 module de façon biaisée la liaison des protéines G au récepteur FP suite à une 
stimulation au PGF2α. 
Des cellules HEK293-HA-FP ont été transfectées avec les protéines Gαq-EE et Gα12-EE suivi d’un 
prétraitement ou non (véhicule : eau) avec 0.5 µM de PDC113.824 puis stimulées ou non avec 1 µM de 
PGF2α. L’incorporation de [35S] GTPγS a été par la suite examinée par immunoprécipitation. Test statistique 
utilisé : one sample T-test. n= 6.  * p < 0.05; *** p < 0.001 comparé au groupe véhicule non traité. # p < 0.1 
comparé au groupe véhicule traité; &  p < 0.05 comparé au groupe PDC113.824 seul. Graphiques adaptés de 
l’article de Goupil, Tassy & al. (2010). Expérience de Goupil.  
 
Ainsi, ces résultats ont pu démontrer que le PDC113.824 agissait comme un 
modulateur allostérique sur deux protéines, soit les protéines Gα12 et Gαq, en étant un 
modulateur positif des voies dépendantes de la protéine Gαq et un modulateur négatif sur la 
voie Gα12 – RhoA. 
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III.2  Le PGF2α engendre la formation de fibres de stress et d’extrémités ondulantes 
dans les cellules HEK293-HA-FP.  
Pour notre part, nous avons voulu vérifier par microscopie confocale l’effet de la 
stimulation au PGF2α sur des cellules HEK293-HA transfectées avec le récepteur FP. Lors 
de différentes conditions de stimulation avec 1 µM de PGF2α, nous avons pu remarquer un 
changement phénotypique dans la morphologie des cellules traitées à la phalloïdine 
fluorescente. En effet, les cellules HEK293-HA-FP ont un phénotype de cellules 
épithéliales polarisées à l’état basal, mais suite à l’ajout de PGF2α dans le milieu de culture, 
un réarrangement dans le cytosquelette d’actine est constaté avec la formation 
d’ondulations membranaires (appelée ruffling) et de fibres de stress (Figure 28A). 
L’ondulation membranaire des cellules HEK293-HA-FP sous traitement au PGF2α persistait 
plus de soixante minutes après l’ajout de cette prostaglandine (Figure 28B). Une 
quantification du nombre de cellules HEK293-HA-FP aux extrémités ondulantes a été 
effectuée, où seules les cellules possédant un phénotype ondulatoire étaient comptabilisées 
comme cellules effectuant de l’ondulation membranaire. Les comptes ont permis de 
dénombrer plus de 65 % de cellules possédant ce phénotype après une stimulation de trente 
minutes au PGF2α (Figure 28C). Ainsi, nous suggérons que l’activation du récepteur FP par 
le PGF2α permet l’ondulation membranaire de plus de la moitié des cellules HEK293-HA 
possédant le récepteur FP. 
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Figure 28. La stimulation du récepteur FP par le PGF2α induit l’ondulation des membranes. 
Images de microscopie confocale de (A) cellules HEK293-HA-FP traitées à la phalloïdine fluorescente 
stimulées pendant trente minutes avec 1 µM de PGF2α et (B) cellules stimulées avec 1 µM de PGF2α sur 
différentes durées. C, Quantification des cellules possédant un phénotype de membranes ondulantes, trente 
minutes après stimulation avec 1 µM de PGF2α. Ces quantifications découlent du compte de cellules, se 
situant entre 50 et 70 cellules par condition. Une Anova I a été effectué sur un n = 5,  où ** p < 0.01, comparé 
aux cellules à l’état basal non-stimulées. Barre d’échelle = 15 µm. 
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III.3 L’ondulation membranaire induite par le PGF2α découle de l’activation de la 
voie Gα12/13-RhoA-ROCK. 
Suite à la visualisation de l’effet de la prostaglandine PGF2α sur le phénotype des 
cellules HEK293-HA-FP, nous avons déterminé par quelle voie de signalisation 
découlaient ces changements phénotypiques. L’activation de la petite protéine RhoA par la 
stimulation du récepteur FP a été reconnue pour son rôle dans la réorganisation du 
cytosquelette d’actine et l’élaboration de fibres de stress dans des cellules 293-EBNA, qui 
sont des cellules HEK293 contenant le virus Epstein Barr (Pierce et al., 1999). Pour 
déterminer par quelle voie de signalisation découlait l’ondulation membranaire sous 
stimulation au PGF2α., nous avons utilisé différents inhibiteurs spécifiques de protéines se 
trouvant impliquées dans la signalisation du récepteur FP.  
Tout d’abord, nous avons vérifié que l’ondulation membranaire provenait de 
l’activation de RhoGTPases. Le C3 exoenzyme est une toxine provenant du Clostridium 
botulinum. Cette exoenzyme permet la ribosylation de l’ADP sur les protéines RhoA, RhoB 
et RhoC, rendant ces dernières incapables d’activer leurs effecteurs et empêchant le 
déclenchement de voies de signalisation nécessaires au réarrangement du cytosquelette 
d’actine (Just et al., 2011). L’usage du C3 exoenzyme (1 µg⁄ ml) en prétraitement de quatre 
heures, suivi par une stimulation au PGF2α, inhibait entièrement la formation de fibres de 
stress et d’ondulation des membranes des cellules HEK293-HA-FP (Figure 29A et B), 
visualisées en microscopie confocale. Ces cellules ont été aussi traitées avec le Y27632, un 
inhibiteur de l’effecteur de RhoA, la protéine ROCK (Ishizaki et al., 2000). Cette molécule 
inactive la sérine/thréonine kinase ROCK en liant son site catalytique. L’utilisation de 1 
µM de Y27632 en prétraitement suivi d’une stimulation au PGF2α inhibe significativement 
la formation de fibres de stress et le phénotype d’ondulation membranaire dans les 
cellules HEK293-HA-FP (Figure 29A et B). De plus, ces résultats concordent avec ceux 
obtenus lors des essais utilisant le biosenseur Raichu-RBD et les contractions myométriales 
(Goupil et al., 2010), démontrant l’inhibition de RhoA avec ces deux inhibiteurs. Ainsi, 
l’utilisation de ces deux inhibiteurs, soit le C3 exoenzyme et le Y27632, démontre 
l’implication de RhoA et ROCK comme des protéines clés dans le changement 
morphologique remarqué lors de la stimulation du récepteur FP par le PGF2α.  
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La protéine RhoA est un effecteur reconnu du récepteur FP pouvant être régulé par 
l’activation de la protéine Gα12/13 (Buhl et al., 1995). Nous avons donc voulu évaluer si 
cette protéine G permettrait l’activation de RhoA dans les cellules HEK293-HA-FP 
stimulées avec la prostaglandine PGF2α. Pour ce faire, le dominant négatif Gα12 
(Q231L/D299N) a été transfecté dans des cellules HEK293-HA-FP. Suite à une stimulation 
de ces cellules transfectées avec 1 µM de PGF2α pendant trente minutes, le phénotype des 
cellules fut visualisé par microscopie confocale (Figure 29C). Le mutant dominant 
négatif Gα12 co-exprimé dans les cellules HEK293-HA-FP a permis une diminution 
significative de plus de 50 % de cellules possédant le phénotype ondulatoire (Figure 29C). 
Ce résultat démontre que le récepteur FP peut se coupler à une seconde protéine G autre 
que la Gαq, ici la Gα12, pour permettre l’activation de la voie RhoA-ROCK et la conception 
d’ondulations membranaires dans les cellules HEK293-HA-FP. Ces résultats obtenus sont 
en accord avec ceux obtenus lors des essais de FRET avec le dominant négatif de Gα12 
(Figure 26B) 
Par la suite, nous avons voulu vérifier si la voie Gαq - PKC - MAPK était impliquée 
ou contribuait à l’activation de RhoA-ROCK et à la formation du phénotype remarqué lors 
de la stimulation du récepteur FP. Nous avons donc utilisé des inhibiteurs spécifiques de 
protéines impliquées dans la signalisation de Gαq - PKC -MAPK. La molécule GÖ6983 est 
un inhibiteur réversible pouvant inhiber plusieurs isoformes de la protéine PKC 
(Gschwendt et al., 1996). Le PD98059 est un inhibiteur sélectif réversible de  la kinase 
MEK (Alessi et al., 1995). Cette molécule bloque l’activation de cette kinase, permettant 
d’inhiber la phosphorylation et l’activation de MEK1. La molécule LY294002 est un 
inhibiteur sélectif de la protéine PI3K (Vlahos et al., 1994). Les différents prétraitements de 
cellules HEK293-HA-FP avec les inhibiteurs LY294002 et GÖ6983,  n’ont pas affecté de 
manière significative le pourcentage de cellules, se situant à plus de 65 % pour ces deux 
inhibiteurs, faisant de l’ondulation membranaire (Figure 29A et B), tandis que l’inhibiteur 
PD98059 bloquait faiblement l’ondulation membranaire induite par le PGF2α. 
Ainsi, ces résultats suggèrent que l’activation de la RhoA-ROCK et la formation de 
fibres de stress et d’ondulations des membranes remarquées dans les cellules HEK293-HA-
FP suite à une stimulation au PGF2α proviendraient d’une voie indépendante de la voie Gαq-
PKC-MAPK, car l’activité des protéines de cette voie n’est pas nécessaire dans la 
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formation du phénotype remarqué dans ces cellules stimulées. La protéine Gα12 possèderait 
ici un rôle dans le phénotype observé. 
 118	  
 
Figure 29.L’ondulation membranaire induite par le PGF2α découle de l’activation de la voie Gα12-Rho-
ROCK. 
Images de microscopie confocale représentant des cellules HEK293-HA-FP traitées à la phalloïdine 
fluorescente et quantifications en pourcentage, démontrant les effets du mutant Gα12DN (C) et de différents 
inhibiteurs (A et B) sur l’ondulation membranaire. Des cellules HEK293-HA-FP ont été transfectées avec 
Gα12 DN (Q231L⁄D299N) (C); prétraitées ou non (véhicule : DMSO) 30 minutes avec PD98059 (1 µM); 
LY294002 (2 µM); GÖ6983 (1 µM); Y27632 (1 µM) ou C3 exoenzyme (1 µg ⁄ ml) (A et B), puis stimulées 
avec PGF2α (1 µM, 30 minutes). A, quantification des cellules représentées en B. Barre d’échelle = 15 µm. Les 
résultats de quantification représentent des comptes de 350-500 cellules par condition et sont le pourcentage 
de cellules faisant de l’ondulation membranaire. n=3; test Anova I; ** p < 0.01 comparé aux cellules 
stimulées au PGF2α . 
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III.4 Le PDC113.824 module négativement l’ondulation induite par le PGF2α. 
 Lors des essais de contractions myométriales (Figure 24), le peptidomimétique 
PDC113.824 permettait l’inhibition des contractions des cellules hTERT-C3 induites par la 
stimulation du récepteur FP. De plus, l’usage de l’inhibiteur C3 exoenzyme inhibait aussi 
ces contractions. En tenant compte de ces résultats, nous avons examiné l’effet du 
PDC113.824 sur la morphologie cellulaire des HEK293-HA-FP, tel qu’illustré dans la 
figure 30. L’utilisation seule de PDC113.824 sur ces cellules n’affectait aucunement le 
phénotype, qui se trouvait similaire à celui des cellules non stimulées lorsque visualisées 
par microscopie confocale (Figure 30A). Le prétraitement des cellules avec le PDC113.824 
sur 30 minutes à deux concentrations différentes, soit à 0.1 µM et 1 µM, suivi d’une 
stimulation au PGF2α a été effectué. Le pourcentage de cellules stimulées au PGF2α 
possédant des membranes ondulatoires diminuait significativement lorsque les cellules 
HEK293-HA-FP avaient subi un prétraitement au PDC113.824. Les pourcentages de 
cellules possédant un phénotype ondulatoire sous l’action du PGF2α  étaient de 44.3 ± 4.5 % 
sous une concentration de 0.1 µM de PDC et de 40.6 ± 1.5 % à 1 µM (Figure 30C).  
 Ainsi, les données obtenues suggèrent que le PDC113.824 agirait comme un 
modulateur négatif sur la voie Gα12-RhoA-ROCK, entraînant une diminution de l’activation 
de la protéine RhoA et de l’ondulation membranaire des HEK293-HA-FP suite à une 
stimulation au PGF2α. Ces résultats concordent, par le fait même, avec les résultats de FRET 
et de contractions myométriales en présence de PDC113.824 (Figures 24 et 26A). 
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Figure 30. L’utilisation du PDC113.824 inhibe l’ondulation membranaire induite par le PGF2α.  
Images et quantifications de microscopie représentant des cellules HEK293 HA-FP traitées à la phalloïdine 
fluorescente, prétraitées ou non ( véhicule : eau saline) avec du PDC113.824 (0.1 ou 1 µM, 30 minutes), puis 
stimulées avec du PGF2α (1 µM, 30 minutes). Barre d’échelle = 15 µm. A, Images de microscopie montrant les 
effets du PDC113.824 sur l’ondulation membranaire induite par la PGF2α. B, quantification des cellules 
représentées en A. Les résultats de quantification représentent des comptes de 350-500 cellules par conditions 
et proviennent de trois expériences distinctes. Test utilisé : ANOVA I avec une correction de Dunnet;** p < 
0.01 comparé aux cellules stimulées au PGF2α 
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III.5 Synthèses et évaluation des analogues du PDC113.824 
Comme il a pu être démontré dans les figures précédentes, le PDC113.824 possède 
des effets tocolytiques sur les contractions utérines, tout en étant un modulateur allostérique 
du récepteur FP. Par contre, dû aux nombreuses procédures de fabrication de cette molécule 
et du peu de synthèse découlant de ces étapes, des analogues du PDC113.824 ont été 
conçus. Une nouvelle génération de molécule a été mise au point et dénommée les CAR10. 
Ces nouvelles molécules ont fait l’objet d’une étude publiée dans le Journal of Medicinal 
Chemistry par Bourguet et al. en 2011. Cet article s’intitulait Targeting the prostaglandin 
F2α receptor for preventing preterm labor with azapeptide tocolytics (Bourguet et al., 
2011). Les molécules proviennent d’approches différentes pour déterminer l’influence de 
changement dans la configuration, dans la conformation et dans la structure sur l’activité 
biologique du PDC113.824. 
Ainsi, plusieurs analogues du PDC113.824 ont été synthétisés, mais quatre de ces 
analogues, soit les CAR10.0, CAR10.1 CAR10.2 et CAR10.3 ont démontré posséder des 
effets tocolytiques. En effet, ces molécules, utilisées en prétraitement de 1 µM pendant 15 
minutes, ont permis de diminuer les contractions de bandes de tissus myométriaux ( Figure 
31) de souris sous l’action d’une stimulation de PGF2α (0.5 µM). Les diminutions de 
contractions étaient comparables au niveau d’inhibition provoqué par un prétraitement au 
PDC113.824 à 0.5 µM (Bourguet et al., 2011).  
Ces molécules, lorsqu’utilisées en prétraitement de 1 µM pendant 30 minutes ont 
permis de potentialiser significativement l’activation de ERK1/2 dépendante de la 
stimulation du récepteur FP (Figure 32) et de l’activation de la voie Gαq -PKC -ERK1⁄2 
dans des cellules HEK293-HA-FP, tout comme le faisait le PDC113.824, dans ces mêmes 
cellules (Bourguet et al., 2011). 
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Figure 31.  Effet des dérivés CAR10 sur la tension moyenne provoquée par une stimulation au PGF2α.  
Des tissus de myomètre ont été testés en présence ou non (véhicule : eau saline ) de CAR10.0; CAR10.1; 
CAR10.2 et CAR10.3 à des concentrations de 1µM suivi d’une stimulation au PGF2α 0.5 µM. Les contractions 
basales ont été considérées comme étant la réponse basale. Puis les changements dans la tension générale ont 
été exprimés comme des pourcentages par rapport aux tensions obtenues lors des réponses initiales. Les 
valeurs sont les moyennes ± écart-type et proviennent de 3 à 5 expériences séparées. *, p < 0.05 comparé au 
groupe véhicule. Graphique adapté de l’article de Bourguet & al. (2011). Expérience de Goupil. 
 
 
 
 
Figure 32.  Effets des dérivés du PDC113.824 sur l’activation des MAPKs sous l’action de PGF2α.   
Des cellules HEK293-HA-FP ont été prétraitées ou non (véhicule : eau saline) avec les dérivés de 
PDC113.824 (CAR10.0; CAR10.1; CAR10.2 et CAR10.3) pendant 30 minutes, puis stimulées cinq minutes 
avec 0.1 µM (A) ou 1 µM de PGF2α (B). Résultats de densitométrie où les résultats obtenus ont été comparés 
avec ceux du groupe véhicule (eau saline). n = 3 pour la figure (A) ou 4 (B). Test statistique utilisé : Anova I; 
*, p < 0 .05; **, p < 0.01; *** p < 0.001. Graphique adapté de l’article de Bourguet & al. (2011). Expérience 
de Goupil. 
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III.5.1 Les analogues du PDC113.824 modulent négativement l’ondulation 
membranaire induite par le PGF2α. 
 Suite aux expériences de contractions myométriales (Figure 31) et aux essais 
d’activation des MAPK (Figure 32) effectués dans l’article de Bourguet, nous avons évalué  
l’effet des analogues du PDC113.824 sur le phénotype ondulatoire induit par la stimulation 
de cellules HEK293-HA-FP avec la PGF2α. Ces dernières ont été prétraitées pendant trente 
minutes avec 1 µM de chacun des quatre analogues du PDC113.824, soit les molécules 
CAR10.0, CAR10.1, CAR10.2 et CAR10.3. La structure de ces molécules est illustrée dans 
la Figure 33A. Suite aux prétraitements, ces cellules ont été stimulées avec 1 µM de PGF2α, 
pendant 30 minutes, puis traitées à la phalloïdine fluorescente. Les résultats obtenus ont été 
visualisés par microscopie confocale.  
Une diminution significative de l’ondulation membranaire induit par la PGF2α sur 
les cellules prétraitées avec les CAR10.0, CAR10.2 et CAR10.3 a pu être remarquée. Une 
quantification du phénotype ondulatoire a été effectuée (Figure 33B). La stimulation des 
HEK293-HA-FP avec du PGF2α provoquait l’ondulation membranaire de plus de 65.7  ± 
1.6 % de cellules. Le prétraitement de cellules avec 1 µM de CAR10.0 et CAR10.2 et 
CAR10.3 diminuait l’ondulation membranaire induite par le PGF2α de manière 
significative, à des pourcentages de 37.5 ± 2.5 %; 37.2 ± 5.9 % et 38.9 ± 5.7 % 
respectivement. Par contre, la molécule CAR10.1 n’affectait pas l’ondulation des cellules 
(56.7 ± 1.4 %), signifiant que la structure de cette molécule permet de moduler 
positivement le récepteur FP sur la voie Gαq, mais ne possède pas d’effet sur la modulation 
de la voie inhérente pour la formation d’ondulation membranaire. 
Ainsi, ces résultats suggèrent que l’usage de certains analogues de synthèse du 
PDC113.824 permet de diminuer l’ondulation membranaire induite par la stimulation du 
récepteur FP dans des cellules HEK293-HA-FP. De plus, avec les observations décrites sur 
les effets des molécules dans l’article de Bourguet, nous pouvons affirmer que ces 
molécules sont des modulateurs allostériques du récepteur FP affectant de manière biaisée 
les voies de signalisation associées à ce récepteur. 
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Figure 33.  Effets des molécules dérivées du PDC113.824 sur l’ondulation membranaire. 
A, Quantifications de résultats de microscopie confocale représentant des cellules HEK293-HA-FP traitées à 
la phalloïdine, prétraitées ou non (véhicule : eau saline) avec les molécules CAR10.0, CAR10.1, CAR10.2 et 
CAR10.3 (1 µM, 30 minutes), puis stimulées avec PGF2α (1 µM, 30 minutes). Les résultats de quantification 
représentent des comptes de 50-70 cellules par condition. n =3. Test statistique utilisé : Anova avec correction 
de Bonferroni; *** p < 0.001 comparé aux cellules stimulées au PGF2α.  
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Chapitre IV. Signalisation et modulation du récepteur 
FP dans le cancer colorectal 
Après avoir observé les effets de la molécule PDC113.824 et ses analogues CAR10 
dans un modèle hétérologue de cellules HEK293-HA-FP et comme des agents tocolytiques 
lors de l’accouchement préterme, d’autres résultats ont permis de considérer ces molécules 
comme modulateurs allostériques dans la signalisation du récepteur FP, en modulant 
positivement la voie Gαq- PKC- MAPK et négativement la voie Gα12-RhoA-ROCK. Cette 
dernière voie est reliée à la formation d’ondulations membranaires observées dans les 
cellules HEK293-HA-FP et dans les contractions myométriales induites par la stimulation 
du récepteur FP (Bourguet et al., 2011; Goupil et al., 2010). Nous avons donc poussé nos 
études sur le récepteur FP et ces modulateurs dans un autre modèle pathologique, le cancer 
colorectal.  
La littérature scientifique sur les multiples rôles et effets de la prostaglandine PGE2 
dans la formation et la progression du cancer colorectal est abondante, mais peu d’études 
adressent du possible rôle de la PGF2α. Or, le récepteur FP et la prostaglandine PGF2α 
possèdent des rôles dans la progression du cancer de l’endomètre en permettant une boucle 
d’activation positive permettant l’expression de COX-2 et de plusieurs prostaglandines 
telles la PGF2α et la PGE2 (Jabbour et al., 2005; Sales et al., 2007). De plus, une étude de 
2007 a démontré la présence de niveaux élevés de récepteur FP et la sécrétion accrue de 
PGF2α dans des cellules d’adénocarcinomes colorectaux. Des essais de migration sur ces 
cellules ont démontré que la prostaglandine PGF2α augmentait la motilité de cellules de 
tumeurs colorectales à des niveaux semblables à celle induite par le PGE2 (Qualtrough et 
al., 2007).  
La prolifération et la migration de cellules cancéreuses sont des actions importantes 
dans la formation des métastases. La migration de cellules cancéreuses colorectales 
passerait par l’activation de la voie RhoA-ROCK et cette voie de signalisation a été maintes 
fois démontrée comme étant activée par des RCPG retrouvés sur des cellules colorectales, 
tels le récepteur CCR4 (Al-Haidari et al., 2013) ou le récepteur de l’acide 
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lysophosphatidique ou LPA (Leve et al., 2011). Ainsi, il se peut que la migration des 
cellules cancéreuses colorectales suite à une stimulation au PGF2α découle de l’activation 
de la voie RhoA-ROCK et que cette dernière puisse être modulée négativement par la 
molécule PDC113.824 et ses analogues. 
IV.1 Effets généraux des prostaglandines PGF2α et PGE2 sur la migration cellulaire 
d’adénocarcinomes colorectaux.  
 
La prostaglandine PGE2 est reconnue pour son rôle dans la migration de cellules 
cancéreuses colorectales (Sheng et al., 2001) et une étude de Qualtrough a démontré les 
effets de la PGF2α sur la migration de lignées cellulaires cancéreuses colorectales telles les 
SW480 et les HCA7 (Qualtrough et al., 2007). Ainsi, nous avons vérifié les actions des 
prostaglandines PGF2α et PGE2 dans la migration de lignées cellulaires humaines et murines 
d’adénocarcinomes colorectaux. Les lignées cancéreuses humaines utilisées furent les 
cellules SW480, HT29, HTC116 et Caco2 dans ces essais de migration. De plus, nous 
avons également utilisés des cellules d’origine murine CT26 et CT36. Nous avons évalué la 
migration de ces lignées sous des stimulations de FBS à 10 % et de PGF2α et PGE2 à 1 µM 
dans des chambres de Boyden, préalablement recouvertes de collagène de rat. Les essais se 
sont déroulés sur une période de seize heures.  
La stimulation de toutes les lignées cellulaires humaines ou murines au FBS a 
permis une augmentation de la migration cellulaire de manière significative, excepté pour 
la lignée CT36 (Figure 34A et B). Par contre, les profils migratoires sous des stimulations 
au PGF2α et PGE2 différaient, dépendamment de la lignée cellulaire traitée. Ainsi, les 
cellules humaines SW480 et HT29 possédaient le même profil migratoire avec les deux 
agonistes PGF2α et PGE2, mais à des niveaux différents. Par exemple, les cellules SW480 
migraient plus de 2.5 ± 0.7 fois par rapport au niveau basal (cellules non stimulées) sous 
l’action de PGF2α et 2.6 ± 0.9 fois sous stimulation au PGE2. Les cellules HT29, quant à 
elles, possédaient un profil migratoire élevé. Ces cellules migraient plus de 8.1 ± 2.3 fois 
par rapport au niveau basal sous stimulation au PGF2α et la migration induite par le PGE2 
était de 9.3 ± 2.7 fois (Figure 34A). La lignée cellulaire Caco-2 possédait un profil de 
migration élevé sous l’action de 1 µM de PGE2, passant à 6.2 ± 0.8 fois par rapport aux 
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cellules non stimulées. La migration était plus faible sous l’action de la 
prostaglandine PGF2α (4.0 ± 0.5). La lignée cellulaire HTC116 migrait significativement 
sous les deux prostaglandines utilisées, soit 3.5 ± 0.5 fois sous l’action du PGF2α et 6.3 ± 
1.1 fois sous l’effet de PGE2, toujours par rapport au niveau basal de migration cellulaire 
(Figure 34A). 
La lignée murine CT26, quant à elle, migrait plus fortement sous l’effet des 
prostaglandines comparativement aux cellules CT36. La lignée CT26 migrait plus de 3.2 ± 
0.6 fois par rapport au niveau basal sous une stimulation de PGF2α et plus de 4.1 ± 0.7 fois 
induite par 1 µM de PGE2. La stimulation des cellulaires murines CT36 n’offrait pas de 
migration significative sous les trois agonistes utilisés (Figure 34B). 
 Nous pouvons donc conclure que les prostaglandines PGF2α et PGE2 peuvent 
stimuler la migration cellulaire de multiples lignées d’adénocarcinomes colorectaux 
humains et murins. De plus, même si la PGF2α stimule la migration cellulaire, la PGE2 
semble être la prostaglandine dans plusieurs lignées cellulaires, telles que les HT29 et les 
cellules CT26, utilisées permettant une plus forte proportion de cellules de migrer au 
travers d’une matrice. 
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Figure 34. Effets du PGF2α et du PGE2 sur la migration de cellules d’adénocarcinomes colorectaux humaines 
et murines. 
Les lignées cellulaires humaines (A) SW480 (p53 muté, K-Ras muté, APC muté) HT29 (p53 muté, K-Ras 
sauvage, APC muté) Caco-2 (p53 muté, K-Ras sauvage, APC muté) et HTC116 (p53 muté, K-Ras muté, APC 
muté) et les lignées murines (B) CT26 (muté K-Ras, APC sauvage, p53 sauvage) et CT36 ont été 
ensemencées dans des chambres de Boyden préalablement traitées au collagène, puis stimulées ou non ( 
véhicule: eau saline) avec du FBS (10 %), PGF2α (1 µM) ou PGE2 (1 µM) sur une période de seize heures. Les 
résultats obtenus pour chaque lignée sont les moyennes ± écarts-types moyens (ETM) de n = 3. Test 
statistique utilisé : Anova I avec correction de Bonferroni; * p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 comparé 
aux cellules non stimulées (ns). 
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IV.2 La voie RhoA-ROCK est importante pour la migration de cellules 
d’adénocarcinomes colorectaux induite par le PGF2α. 
 
 Après avoir conclu que la PGF2α permettait d’induire la migration de cellules 
cancéreuses colorectales, nous avons voulu savoir quelles étaient les protéines impliquées 
dans la migration de ces cellules. Comme mentionné précédemment, les RhoGTPases, en 
particulier la protéine RhoA, possèdent un rôle clé dans les processus de réorganisation du 
cytosquelette d’actine et dans la migration cellulaire de nombreux types de cellules 
cancéreuses (Al-Haidari et al., 2013). Ainsi, nous avons utilisé des inhibiteurs spécifiques 
contre la RhoGTPase RhoA et son effecteur, la protéine ROCK. L’inhibiteur de RhoA, le 
C3 exoenzyme et celui de la protéine ROCK, le Y27632, furent utilisés dans de nouveaux 
essais de migration cellulaire dans des chambres de Boyden.  
Les puits des chambres de Boyden ont préalablement été enduits de collagène de 
rat. Le collagène de rat permet aux cellules cancéreuses de mieux adhérer à la surface du 
filtre compris dans la chambre de Boyden, favorisant ainsi la migration cellulaire. Pour ces 
essais, nous avons pris une lignée humaine, les cellules SW480 qui sont muté en APC, et 
une lignée murine, les cellules CT26, non muté pour APC. Ces deux lignées cellulaires 
migraient facilement suite à l’ajout de prostaglandines PGE2 et PGF2α (Figure 34A et B). 
Chaque puits a été ensemencé avec des cellules SW480 ou CT26, puis ces cellules ont été 
traitées ou non avec 10 µg⁄ ml de C3 exoenzyme pendant quatre heures ou avec 1.5 µM de 
Y27632 pendant une heure directement dans les chambres supérieures où se situaient les 
cellules.  
Par la même occasion, nous avons vérifié si la migration observée suite à une 
stimulation au PGF2α passait réellement par le récepteur FP, car la prostaglandine F2α 
possède une certaine affinité pour d’autres récepteurs de prostaglandines comme le 
récepteur EP. Nous avons donc utilisé un antagoniste sélectif du récepteur FP, la 
molécule AL-8810. Le AL-8810 est reconnu comme étant un analogue du PGF2α possédant 
une spécificité pour le récepteur FP (Griffin et al., 1999). Ainsi, des cellules SW480 et 
CT26, préalablement ensemencées dans des chambres de Boyden, ont été prétraitées avec 
10 µM de AL-8810 pendant une heure. Suite à ces prétraitements dans les chambres 
supérieures, 1 µM de PGF2α a été ajouté dans chaque puits supérieur et les cellules ont été 
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laissées dans ces conditions pendant seize heures. Suite à la quantification du nombre de 
cellules ayant migré au travers des pores des chambres dans chaque condition, les résultats 
suggèrent que les protéines RhoA et ROCK sont importantes dans la migration de cellules 
d’adénocarcinomes colorectaux (Figure 35A). En effet, lorsque les cellules SW480 ou 
CT26 avaient préalablement été traitées avec le C3 exoenzyme, la migration diminuait à 
des niveaux inférieurs aux cellules stimulées non prétraitées (2.0 ± 0.4 et 3.1 ± 0.51 fois 
pour les lignées cellulaires SW480 et CT26 respectivement, toujours comparé aux valeurs 
de cellules non stimulées au PGF2α). Le Y27632 inhibait aussi la migration induite par la 
PGF2α, à des valeurs de 0.9 ± 0.6 fois pour les cellules SW480 et 1.5 ± 0.5 fois pour les 
CT26, en comparaison avec les cellules stimulées non prétraitées (Figure 35A). Ainsi, la 
migration induite par une stimulation du récepteur FP de ces deux lignées cellulaires 
semble découler de l’activation des protéines RhoA-ROCK.  
L’usage de l’antagoniste AL-8810 en prétraitement permet de croire que le 
récepteur FP est bien le récepteur activé par la PGF2α ici. Effectivement, lorsque AL-8810 
fut utilisée en prétraitement suivi par une stimulation au PGF2α, la migration des lignées 
cellulaires utilisées diminuait significativement (1.3 ± 0.2 et 2.7 ± 0.3 fois pour les 
cellules SW480 et CT26 respectivement) lorsque comparée aux cellules seulement 
stimulées avec du PGF2α (Figure 35A). Ces résultats obtenus avec les inhibiteurs de RhoA 
et ROCK et l’antagoniste du récepteur FP permettent de conclure que la stimulation du 
récepteur FP favorise la migration de cellules cancéreuses colorectales et que cette 
migration découlerait de l’activation des protéines RhoA et ROCK. 
Suite aux résultats obtenus avec les inhibiteurs des protéines RhoA et ROCK, un 
outil plus sélectif a été utilisé sur une de ces protéines. Un siRNA contre la protéine RhoA a 
été transfectée dans des cellules pour réduire l’expression de RhoA et cette réduction est 
d’ailleurs évidente dans le panneau gauche de la figure 35B. Suite à la transfection du 
siRNA de RhoA ou d’un siRNA contrôle (aucune activité) dans les cellules SW480, des 
études de migration par chambres de Boyden ont été effectuées, toujours avec des puits 
recouverts préalablement de collagène de rat (Figure 35B). Les cellules SW480 
ensemencées dans les puits ont été stimulées sur une période de seize heures avec 1 µM de 
PGF2α. L’usage du siRhoA inhibait significativement la migration des cellules SW480 sous 
l’action de PGF2α. La migration des cellules SW480 possédant le siRNA contrôle et 
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stimulées avec le PGF2α était de 3.2 ± 0.2 fois. La migration des cellules SW480-siRNA 
RhoA était plus faible (1.3 ± 0.4 fois) lorsque comparé aux cellules stimulées possédant le 
vecteur vide (Figure 35B). Ces derniers résultats permettent de conclure que la RhoGTPase 
RhoA joue un rôle clé pour les cellules cancéreuses colorectales dans le processus de 
migration. 
 
 
 
 
Figure 35. La migration dépendante du PGF2α de cellules d’adénocarcinomes colorectaux découle de 
l’activation de RhoA-ROCK. 
Des cellules SW480 ou CT26 ont été ensemencées dans des chambres de Boyden enduites de collagène, 
transfectées avec le siRNA de RhoA (B) ou prétraitées ou non (véhicule : eau saline) avec du Y27632 (1.5 
µM, 1 heure), C3 exoenzyme (10 µg⁄ ml, quatre heures) ou AL-8810 (10 µM, 1 heure) (A), puis stimulées ou 
non avec 1 µM de PGF2α. Les essais de migration/invasion ont été effectués sur une période de 16 heures. Les 
résultats obtenus sont les moyennes ± l’écart-type moyen, n=3. (A) Test  statistique utilisé : Anova I avec 
correction de Bonferroni : ** p < 0.01; ***, p < 0.001 comparé aux cellules stimulées seulement (groupe 
véhicule); (B) Test statistique utilisé : Anova II; ‡‡ p < 0.01 comparé aux cellules stimulées possédant le 
siRNA– contrôle (vecteur vide). 
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IV.3 Le PDC113.824 régule négativement la migration de cellules d’adénocarcinomes 
colorectaux.  
 
Nous avons pu constater que la migration de plusieurs lignées cellulaires 
cancéreuses colorectales (Figure 34) pouvait être induite par une stimulation avec la 
prostaglandine PGF2α. De plus, il a été précédemment démontré que la protéine RhoA 
jouait un rôle clé dans la migration des cellules cancéreuses (Figure 35). Ainsi, il fut décidé 
d’évaluer les effets de la molécule PDC113.824 sur la migration, car cette molécule agissait 
comme un modulateur négatif sur la voie RhoA-ROCK, importante dans la réorganisation 
du cytosquelette d’actine. De nouveaux essais de migration furent donc effectués sur deux 
lignées cellulaires humaines (SW480 et HT29) et deux lignées murines (CT26 et CT36), 
sous prétraitement au PDC113.824 (Figure 36). Toutes les lignées cellulaires ont été 
ensemencées dans des chambres de Boyden, puis prétraitées ou non avec 1 µM de 
PDC113.824 pendant une heure. Par la suite, les puits contenant les cellules ont été 
stimulés sur une période de seize heures avec 1 µM de PGF2α. Une quantification du 
nombre de cellules ayant migré dans chaque expérience a été effectuée.  
Tout d’abord, dans toutes les lignées cellulaires utilisées dans ces essais, le 
PDC113.824, lorsqu’utilisé seul n’affectait pas la migration des lignées cellulaires 
(Figure 36A et B). Par la suite, il a pu être constaté que le PDC113.824 diminuait 
significativement la migration des deux lignées humaines. En effet, lorsqu’utilisé en 
prétraitement de 1 µM, le PDC113.824 abaissait la migration des cellules SW480 à 1.4 ± 
0.2 fois et celle des cellules HT29 à 5.1 ± 0.4 fois par rapport aux cellules stimulées au 
PGF2α. Cette migration était de 2.4 ± 0.3 fois pour les cellules SW480 et de 8.7 ± 2.6  fois 
pour la lignée cellulaire HT29, lorsque ces cellules étaient seulement sous stimulation au 
PGF2α (Figure 36A). Pour les lignées murines, l’effet du PDC113.824 diminuait la 
migration des cellules CT26, qui passait d’une migration induite par le PGF2α de 4.2 ± 0.2 
fois à une migration de 2.5 ± 0.6 fois sous prétraitement au PDC113.824, toujours par 
rapport au niveau basal (Figure 36B). Les cellules murines CT36 n’ont pas été affectées par 
un prétraitement au PDC113.824, car les données obtenues étaient non significatives 
(Figure 36B).  
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Ainsi, nos résultats suggèrent que le PDC113.824 agit comme un modulateur 
négatif de la migration de cellules cancéreuses colorectales induite par le PGF2α,  
 
 
 
 
Figure 36. Effet du PDC113.824 sur la migration de lignées cancéreuses colorectales induite par le PGF2α. 
Des cellules humaines SW480 et HT29 (A) et murines CT36 et CT26 (B) ont été ensemencées dans des 
chambres de Boyden préalablement enduites de collagène, prétraitées ou non ( véhicule : eau saline) avec du 
PDC113.824 (1 µM, une heure), puis stimulées ou non avec 1 µM de PGF2α (A et B). Les essais de migration 
ont été effectués sur une période de seize heures. Les résultats obtenus sont les moyennes ± l’écart-type 
moyen (ETM). Test statistique : t – test dont une comparaison était d’intérêt n = 3; * p < 0.05; **, p < 0.01  
comparé aux cellules stimulées non prétraitées.  
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IV.4 Le PDC113.824 possède une spécificité pour le récepteur FP. 
Des essais de migration dans des chambres de Boyden ont été effectués pour 
déterminer si la prostaglandine PGE2 pourrait induire la migration de cellules cancéreuses 
colorectales prétraitées avec la molécule PDC113.824. Ici ont été utilisées une lignée 
humaine et une lignée murine dont la migration est augmentée de façon significative sous 
l’action de PGE2, tel que démontré dans la figure 34. La figure 37 démontre les résultats 
obtenus lors de ces essais. On remarque que les cellules SW480 et CT26 n’étaient pas 
affectées par un prétraitement avec 1 µM de PDC113.824 suivi par une stimulation à la 
PGE2. Les cellules SW480 prétraitées avec du PDC113.824 pendant une heure puis 
stimulées avec 1 µM sur seize heures avec de PGE2 migraient à des niveaux similaires aux 
cellules seulement stimulées avec cette prostaglandine (2.1 ± 0. 2 fois contre 2.5 ± 0.2 fois 
par rapport au niveau basal, pour les deux conditions respectives) (Figure 37A). Les cellules 
murines CT26 n’ont aussi pas été affectées par le prétraitement au PDC113.824 pour la 
migration sous stimulation à la PGE2 qui était de 4.5 ± 0.1 fois le niveau basal par rapport à 
4.1 ± 0.5 fois sous prétraitement au PDC113.824. Ainsi, le PDC113.824 n’affecte pas la 
migration induite par le PGE2, possédant une spécificité d’action pour le site allostérique du 
récepteur FP et non pour celui du récepteur EP. 
Suite aux résultats obtenus sur l’effet du PGE2 sur la migration des cellules 
d’adénocarcinomes colorectales, nous avons voulu établir quelle voie de signalisation était 
activée lors de ce processus migratoire. Dans une expérience antérieure (Figure 35), il avait 
été établi que la migration des cellules SW480 et CT26 sous l’action du PGF2α passait par 
l’activation des protéines RhoA et ROCK. De ce fait, nous avons vérifié si ces mêmes 
protéines seraient liées à la migration de ces cellules cancéreuses colorectales, mais sous 
une stimulation à la PGE2. De nouveaux essais de migration ont donc été effectués sur les 
lignées cellulaires SW480 et CT26. Ces dernières ont été prétraitées avec l’inhibiteur de 
RhoA (C3 exoenzyme, 10 µg⁄ ml, 4 heures) ou l’inhibiteur de ROCK (Y27632, 15 µM 
pendant une heure) (Figure 37B). Suite à la stimulation de ces cellules sur une période de 
16 heures avec 1 µM de PGE2, les cellules ayant migré au travers des pores des chambres 
de Boyden ont été comptées. Or, il a pu être constaté que la migration des cellules SW480 
et CT26 sous stimulation à la PGE2 découle de l’activation des protéines RhoA et ROCK, 
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car l’usage d’inhibiteurs sélectifs contre ces protéines diminuait la migration. Par exemple, 
les cellules SW480 possédaient un niveau de migration de 2.6 ± 0.6  fois par rapport au 
niveau de migration de cellules contrôles non stimulées. Cette migration induite par le 
PGE2 s’abaissait de manière significative lorsque les cellules SW480 étaient préalablement 
traitées avec le Y27632 ou le C3 exoenzyme (1.22 ± 0.5 et 0.77 ± 0.1 fois respectivement), 
(Figure 37B). Des résultats similaires ont aussi été observés dans la lignée cellulaire CT26 
(Figure 37B).  
Donc, nous pouvons conclure que la migration induite par le PGE2 dans les 
cellules SW480 et CT26 passerait aussi par l’activation des protéines RhoA et ROCK, mais 
que la molécule PDC113.824 possède une spécificité d’action pour le récepteur FP et non 
pour le récepteur EP, car cette molécule n’affecte pas la migration des cellules induite par 
l’action de PGE2.  
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Figure 37. Effet du PDC113.824 sur la migration de cellules cancéreuses colorectales induite par le PGE2. 
Des cellules SW480 et CT26 ont été ensemencées dans des chambres de Boyden enduites de collagène, 
prétraitées ou non avec du PDC113.824 (1 µM, 1 h) (A et B); Y27632 (15 µM, 1 h) ou C3 exoenzyme (10 
µg⁄ ml, 3 h) (B) puis stimulées ou non (véhicule : eau saline) avec 1 µM de PGF2α (A) ou de PGE2 (A et B). 
Les essais de migration ont été effectués sur une période de seize heures. Les résultats obtenus sont les 
moyennes ± l’écart-type moyen (ETM). n = 3. (A) : test utilisé : t-test; ** p < 0.01 comparés aux cellules 
stimulées non prétraitées (véhicule). (B) : test utilisé Anova I avec correction de Bonferroni ; ** p < 0.01 
comparés aux cellules stimulées seulement au PGE2. 
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IV.5 Les analogues du PDC113.824 affectent différemment la migration cellulaire 
d’adénocarcinomes colorectaux.  
Au cours de l’étude sur la signalisation du récepteur FP, de nouvelles molécules 
dérivant du peptidomimétique PDC113.824 ont été conçues par le groupe de recherche de 
Lubell de l’Université de Montréal. Ces molécules de la série CAR10 ont été synthétisées 
en changeant certains éléments de leur structure à des positions clés. Le but de la synthèse 
de ces molécules était d’établir des essais de structure-activité pour le PDC113.814 et par le 
fait même, trouver de nouvelles molécules possédant des propriétés intéressantes d’un point 
de vue pharmacologique, tout en en modulant la signalisation de ce récepteur. De plus, ces 
molécules peuvent être produites en plus grande quantité et plus rapidement, car les étapes 
de synthèse chimiques ont été réduites. Une première étude préliminaire a démontré que ces 
analogues modulaient de manière biaisée les voies de signalisation du récepteur FP, tant sur 
l’activation de la voie PKC - MAPK que sur la voie RhoA-ROCK, tel que remarqué lors 
des études avec le PDC113.824 (Bourguet et al., 2011)  
Nous avons décidé d’évaluer les effets des molécules de la série CAR10 (Figure 
38B) sur la migration des cellules SW480. Ces essais ont été effectués à nouveau dans des 
chambres de Boyden. Les cellules SW480 ont été ensemencées, puis prétraitées avec les 
différents analogues de la série CAR10 (CAR10.0; CAR10.1; CAR10.2; CAR10.3 et 
CAR10.4) (Figure 38B) à des concentrations de 1 µM pendant une heure. Par la suite, ces 
cellules ont été soumises à une stimulation au PGF2α de seize heures. Suite à la 
quantification des cellules ayant migré dans chaque condition, nous avons obtenu les 
résultats suivants. Les molécules CAR10.0, 10.2 et 10.3 diminuaient significativement la 
migration des cellules SW480 stimulées avec la prostaglandine F2α lorsque comparé à la 
migration induite par la PGF2α sans prétraitement (1.2  ± 0.3; 1.1 ± 0.1 et 1.2 ± 0.1 fois par 
rapport au niveau basal, pour chaque molécule respective). Ces trois analogues abaissaient 
la migration des cellules cancéreuses à des niveaux similaires aux cellules soumises à un 
prétraitement au PDC113.824, qui était de 1.1 ± 0.1 fois dans ce même essai (Figure 38C).  
Ainsi, nous pouvons conclure que des analogues du PDC113.824, les molécules 
CAR10.0, CAR10.2 et CAR10.3 affectent la migration des cellules SW480, en diminuant 
la migration sous l’action de la PGF2. 
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Figure 38. Effets des molécules CAR sur la migration induite par le PGF2α dans la lignée cellulaire 
colorectale SW480. 
Des cellules SW480 ont été ensemencées dans des puits de chambre de Boyden 
collagène de rat. Ces cellules ont été prétraitées ou non (véhicule : eau saline) avec du 
analogues du CAR10 (1 µM, 30 minutes), puis stimulées ou non avec 1 µM de PGF2α. Les 
ont été effectués sur une période de seize heures. Les résultats obtenus sont les moyennes ± 
moyens (ETM), n= 3.  Test utilisé : Anova I avec correction de Bonferroni; * p < 0.05, 
stimulées au PGF2α  sans prétraitement.  
IV.6 Le PGF2α induit l’activation de RhoA dans les cellules d’adénocarcinomes 
colorectaux 
 
 Suite aux conclusions obtenues avec les essais de migration prouvant le rôle de 
RhoA dans ce processus (Figure 35), nous avons voulu quantifier l’activité de cette protéine 
dans un modèle cellulaire sous l’effet stimulateur du PGF2α. Dans ce but, nous avons utilisé 
la protéine de fusion GST-Rhotekine pour mesurer l’activité endogène de la RhoA. En 
effet, les protéines RhoGTPases liées au GTP peuvent interagir avec des protéines 
effectrices. Cette interaction entre la RhoGTPase activée et la protéine effectrice est la base 
des essais d’activation. Dans ces essais, le domaine RBD ou RhoGTPase binding domain 
de la protéine effectrice de RhoA, la protéine Rhotekine, est produite sous forme de 
protéine liée au glutathion - S transférase (GST), elle-même couplée à des billes d’agarose. 
Ces billes vont permettre la capture de RhoA-GTP dans les lysats obtenus suite aux essais 
d’activation.  
Suite à différents temps de stimulation avec 1 µM de PGF2α, l’activité de la protéine 
RhoA dans les cellules SW480 a été évaluée. Comme démontré dans la figure 39, la 
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stimulation du récepteur FP permet d’activer la protéine RhoA endogène dans les cinq 
premières minutes de l’expérience, avec un pic d’activation qui est atteint à trente minutes.   
 Ces résultats obtenus sur l’activation de la protéine RhoA sous l’action d’une 
stimulation du récepteur FP concordent avec ceux obtenus dans les essais de migration avec 
les inhibiteurs spécifiques des protéines RhoA et ROCK (Figure 35), qui démontraient le 
rôle de ces dernières dans la migration de cellules d’adénocarcinomes colorectaux. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 39. La PGF2α active la protéine RhoA dans les cellules d’adénocarcinomes colorectaux SW480. 
Des cellules SW480 ont été soumises à un milieu sans sérum, puis stimulées pour les temps indiqués avec la 
PGF2α (1 µM). La protéine RhoA activée a été extraite grâce à des billes d’agarose-glutathione conjuguées à 
la GST-Rhotekine et visualisée par immunobuvardarge  de Western avec l’utilisation d’un anticorps anti-
RhoA spécifique. La présence de RhoA totale a aussi été examinée. Test utilisé : Anova avec correction 
Bonferroni ; * p < 0.05; ** p < 0.01 comparé aux cellules non–stimulées ( temps 0 minutes).  La 
quantification est présentée comme le niveau d’activité par rapport au basal et elle est représentative de la 
moyenne ± écart-type moyen (ETM) de trois expériences indépendantes.  
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IV.7 Le PDC113.824 et le CAR10.0 modulent négativement l’activation de RhoA suite 
à une stimulation au PGF2α. 
Suite à l’observation que les molécules  PDC113.824 et CAR10.0 diminuaient la 
migration induite par la stimulation du récepteur FP et que cette migration découlait de 
l’activation de la protéine RhoA, nous avons voulu vérifier l’effet de ces molécules sur 
l’activité de RhoA. Ainsi, de nouveaux essais d’activation de cette protéine ont été 
effectués, mais ici avec l’utilisation de prétraitement avec les molécules PDC113.824 et 
CAR10. Ainsi, dans la figure 40, des cellules SW480 et CT26 ont été prétraitées avec 1 µM 
de PDC113.824 (Figure 40A) ou de CAR10.0 (Figure 40B) pendant une heure, suivi d’une 
stimulation avec de la PGF2α sur différents temps. Il a pu être remarqué, comme dans la 
figure 39, que la PGF2α permettait d’activer la protéine RhoA dans les deux lignées 
cellulaires cancéreuses, humaine et murine. Globalement, le prétraitement des deux lignées 
cellulaires avec le PDC113.824 abaissait le niveau d’activation de RhoA lorsque comparé 
avec des cellules non traitées avec cette molécule (Figure 40A). À trente minutes de 
stimulation, le niveau de RhoA-GTP sur des cellules prétraitées au PDC113.824 
n’atteignait pas les niveaux d’activation de RhoA-GTP remarqués dans les essais sur des 
cellules non prétraitées.  
Ces résultats avec PDC 113.824 viennent valider les résultats obtenus dans les 
essais de migration cellulaire (Figure 36), suggérant ainsi que cette molécule agit sur le 
récepteur FP en diminuant la capacité de la prostaglandine PGF2α à activer la RhoGTPase 
RhoA. L’analogue du PDC113.824, la molécule CAR10.0, a aussi été évalué dans des 
essais d’activation. Ainsi, dans la figure 40B, nous pouvons constater que le CAR10.0 
possédait un effet plus robuste sur l’activation de RhoA. En effet, le traitement préalable de 
cellules SW480 avec 1 µM de CAR10.0 abolit l’activité de RhoA sous stimulation du 
récepteur FP par le PGF2α. Cette inhibition est soutenue tout au long de l’essai de trente 
minutes d’activation.  
Donc, les résultats obtenus avec le PDC113.824 et le CAR10.0 permettent de 
conclure en l’effet inhibiteur de ces molécules sur l’activité de la voie RhoA-ROCK et sur 
les niveaux d’activation de la protéine RhoA suite à une stimulation au PGF2α. De plus, la 
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molécule CAR10.0 semble posséder un effet plus robuste sur l’inhibition de cette 
RhoGTPase comparativement avec le PDC113.824 dans des cellules SW480. 
 
 
Figure 40. L’activation de RhoA induite par le PGF2α est inhibée par le PDC113.824 et le CAR10. 
Des cellules SW480 et/ou des CT26, ont été soumises à un milieu sans sérum, prétraitées ou non (véhicule : 
eau saline) avec (A) du PDC113.824 (1 µM, 30 minutes) ou (B) du CAR10.0 (1 µM, 30 minutes) puis 
stimulées ou non aux temps indiqués avec de la PGF2α (1 µM). La protéine RhoA activée a été extraite grâce à 
des billes de agarose-glutathione conjuguées à la GST-Rhotekine et visualisée par immunobuvardage de 
Western avec l’utilisation d’un anticorps anti-RhoA spécifique. La présence de RhoA totale a aussi été 
examinée. A, B. Les signaux ont été quantifiés par densitométrie. n= 3-5 expériences.  Test statistique : Anova 
II  avec correction de Bonferroni  ;* p < 0.05 comparé aux cellules stimulées (véhicule). 
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IV.8 Le PGF2α stimule la prolifération cellulaire des lignées SW480 et CT26. 
Après avoir remarqué les effets de la prostaglandine PGF2α sur la migration des 
cellules cancéreuses colorectales et que les molécules PDC113.824 et CAR10.0 
diminuaient la migration de ces cellules, nous avons voulu observer un second processus 
clé de la carcinogenèse colorectale, la prolifération cellulaire. Pour vérifier l’action directe 
de la stimulation du récepteur FP par la prostaglandine PGF2α sur la prolifération cellulaire 
et l’effet des deux molécules de cette étude, nous avons utilisé deux méthodes, soit la 
méthode de compte cellulaire et la méthode enzymatique MTT (Figure 41). Lors des 
premiers essais de prolifération cellulaire, les cellules SW480 ont été évaluées 
(Figure 41A). Nous avons effectué les deux méthodes sur ces cellules, en présence ou non 
de FBS et de PGF2α. Le sérum a été utilisé comme contrôle positif. Le milieu des cellules 
était changé tous les deux jours, avec l’ajout de ces agonistes à nouveau. Ainsi, il a pu être 
déterminé que la prostaglandine PGF2α, à une concentration de 1 µM augmentait 
significativement la prolifération des cellules SW480 dans les deux méthodes utilisées 
(Figure 41A), tout comme l’ajout de FBS sur ces cellules. Par contre, dans les deux essais 
utilisés, le FBS 10 % permettait une prolifération cellulaire plus robuste à partir du 
deuxième changement de milieu de culture. Dans la figure 41C, la prolifération cellulaire a 
été évaluée dans des cellules murines CT26 avec l’essai MTT. Il peut être constaté que 
l’utilisation de FBS 10 % et de 1 µM de PGF2α provoque l’augmentation de la prolifération. 
Encore ici, le FBS 10 % augmentait de façon plus robuste la prolifération de la lignée 
cellulaire CT26  à partir du troisième jour, lorsque comparée avec la prostaglandine PGF2α.  
IV.9 Les modulateurs du récepteur FP et CAR10.0 diminue la prolifération cellulaire 
de cellules cancéreuses colorectales 
Par la suite, nous avons vérifié l’effet de la molécule PDC113.824 sous l’action 
d’une stimulation au PGF2α. Dans la figure 41A, la molécule PDC113.824 été utilisée en 
prétraitement pendant trente minutes (1 µM), avant de stimuler avec 1 µM de PGF2α. Les 
milieux de culture cellulaire étaient changés tous les deux jours, avec de nouveaux 
prétraitements et stimulation au PGF2α. Or, il a pu être constaté que l’utilisation du 
PDC113.824 diminuait la prolifération des cellules SW480 sous stimulation au PGF2α. Ici, 
les deux méthodes d’essais ont apporté des résultats similaires sur la période de 
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prolifération cellulaire évaluée. De plus, les résultats obtenus étaient significatifs lorsque 
comparés aux résultats obtenus avec le PGF2α seul, supportant ainsi la force d’action du 
PDC113.824 sur la prolifération des cellules SW480 (Figure 41A).  
Dans le même ordre d’idée, nous avons fait de nouveaux essais avec le CAR10.0, 
ici en prétraitement de 1 µM, suivi d’une stimulation au PGF2α. Nous avons pu évaluer 
cette molécule sur deux lignées cellulaires, soit les cellules SW480 et les cellules CT26 
dans de nouveaux essais enzymatiques MTT. L’évaluation de l’action du CAR10.0 a été 
effectuée avec le protocole utilisé dans les premiers essais de MTT avec le PDC113.824 
(Figure 41A). Ainsi, le traitement constant de ces cellules avec 1 µM de CAR10.0 affecte 
négativement (lorsque comparé à l’action du PGF2α seul) de manière significative la 
croissance et la division de ces cellules sous stimulation quotidienne de PGF2α. (Figure 41B 
et C).  
Toutes les observations obtenues avec ces essais de prolifération nous permettent de 
suggérer que la prostaglandine PGF2α stimule la prolifération des cellules 
d’adénocarcinomes colorectaux et que les molécules PDC113.824 et CAR10.0 bloquent 
l’effet de cette prostaglandine. 
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Figure 41. Le PDC113.824 et le CAR10 diminuent la prolifération cellulaire induite par le PGF2α dans des 
cellules d’adénocarcinomes colorectaux. 
Les essais de prolifération ont été effectués avec l’essai de MTT et avec le compte cellulaire. Les cellules (A 
et B) SW480 ou (C) CT26 ont été ensemencées en triplicata dans des puits, traitées ou non avec du (A) 
PDC113.824 (1 µM) ou (B et C) du CAR10.0 (1 µM) puis stimulées ou non (véhicule : eau saline) avec du (A, 
B et C) FBS (10 %) ou du PGF2α (1 µM). Les cellules ont été comptées pour les essais de prolifération tous les 
deux jours, soit par compte cellulaire (A) ou par essai de MTT (A, B et C). Les graphiques représentent trois à 
cinq expériences indépendantes. Test statistique utilisé: Anova I avec correction de Bonferroni; * p < 0.05; 
**, p < 0.01  comparé aux cellules non-stimulées (ns); ‡ p < 0.05 ; ‡‡ p < 0.01 comparé aux cellules stimulées 
au PGF2α.. 
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IV.10 Le PDC113.824 potentialise la phosphorylation de ERK1/2 induite par le PGF2α 
Dans l’étude antérieure effectuée en 2010 sur la signalisation du récepteur FP et la 
caractérisation de la molécule allostérique PDC113.824, il a été démontré que cette 
molécule augmentait le couplage de la protéine Gαq sur le récepteur FP suite à une 
stimulation (Figure 27). Cela permettait d’augmenter l’activation de la voie Gαq-PKC-
MAPK. De plus, les résultats obtenus dans notre étude sur l’activation de la protéine RhoA, 
démontrant une baisse dans l’activité de cette protéine, concordent avec ceux obtenus dans 
la première étude. Ainsi, nous avons voulu vérifier s’il était possible que les 
molécules PDC113.824 et CAR10.0 puissent moduler une seconde voie d’activation, la 
voie Gαq-PKC-MAPK dans des cellules d’adénocarcinomes colorectaux. Nous avons donc 
évalué les effets du PDC113.824 sur l’activation des MAPKs (Figure 42A et B). 
 En premier lieu, il a été constaté que le PGF2α permettait l’activation des 
protéines ERK1/2 dans deux lignées cellulaires, les lignées cellulaires SW480 et CT26, par 
visualisation de la phosphorylation de ces protéines par immunobuvardage. Ainsi, dans ces 
cellules cancéreuses colorectales, le PGF2α permet l’activation de la voie des MAPK. Par la 
suite, l’action en prétraitement de la molécule PDC113.824 a été visualisée sur la 
phosphorylation de ces protéines dans les mêmes lignées cellulaires précédemment 
utilisées. Les résultats d’immunobuvardage ont permis de voir que le prétraitement avec 
PDC113.824 modulait positivement la phosphorylation des MAPKs suite à une stimulation 
au PGF2α. En effet, une augmentation du niveau de phosphorylation des protéines ERK1/2 
est constatée lorsque celle-ci est comparée avec celle obtenue sur les cellules non 
prétraitées. Les effets du PDC113.824 sur la phosphorylation sont remarqués dans les deux 
lignées cellulaires utilisées (Figure 42A et B).  
 En deuxième lieu, le rôle des MAPKs sur l’activation de la voie RhoA a été vérifié. 
En effet, certaines études témoignent du rôle probable des MAPK dans la régulation de 
l’activité des RhoGTPases (Vial et al., 2003; von Thun et al., 2013). Ainsi, des 
cellules SW480 ont été traitées avec un inhibiteur de MEK1, le PD98089, puis de nouveaux 
essais d’activation de MAPK et de RhoA ont été effectués (Figure 42C). Le PD98089 
inhibe la phosphorylation de ERK1/2 induite suite à une stimulation avec 1 µM de PGF2α. 
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Dès les cinq premières minutes de l’expérience, une diminution dans la phosphorylation est 
remarquée. Cette diminution significative atteint 80% en comparaison au même temps de 
l’expérience contrôle (véhicule) et reste à ce niveau jusqu’à la fin de l’essai. Pour ce qui est 
de l’activation de RhoA sous PD98089, aucun effet notoire n’est remarqué et RhoA est 
activée de manière similaire entre les essais d’activation contrôle et ceux sous prétraitement 
avec l’inhibiteur de MEK1.  
Ainsi, ces deux voies de signalisation, soit la voie d’activation des MAPK et la voie 
de RhoA, sont activées de manière indépendante l’une de l’autre par la stimulation du 
récepteur FP. De plus, ces résultats suggèrent que le PDC113.824, lorsqu’utilisé en 
prétraitement sur des cellules d’adénocarcinomes colorectaux, permet de moduler 
positivement l’activation des MAPKs, en potentialisant la phosphorylation des 
protéines ERK1/2 induites par la PGF2α. Ainsi, le PDC113.824 agit comme un modulateur 
allostérique biaisé sur le récepteur FP dans des cellules cancéreuses colorectales. 
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Figure 42. La phosphorylation de la protéine ERK1/2 est modulée positivement par le PDC dans des cellules 
SW480 et CT26 et la voie des MAPKs ne régule pas l’activation de RhoA induite par la PGF2α dans des 
cellules SW480. 
Des cellules SW480 (A et C) et CT26 (B) ont été soumises à un milieu sans sérum, prétraitées ou non 
(véhicule : eau saline) avec du PDC113.824 (1 µM, 30 minutes) ou l’inhibiteur de MEK1 PD98089 (20 µM, 
une heure), puis stimulées aux temps indiqués avec 1 µM de PGF2α. (A, B et C) La phosphorylation de ERK a 
été analysée par immunobuvardage de Western avec l’anticorps phospho-ERK1/2 et le niveau de ERK totale 
avec l’anticorps anti-ERK1/2. ERK totale représente 5 % des lysats cellulaires. La quantification obtenue 
dans le graphique est représentative de la moyenne ± E.T des niveaux de phosphorylation par rapport au 
niveau basal de trois expériences indépendantes. (C), RhoA-GTP a été extraite des lysats cellulaires par 
l’usage de GST-Rhotekine puis visualisée par immunobuvardage de Western avec l’anticorps anti-RhoA. La 
quantification représente la moyenne ± écart-type de quatre expériences indépendantes. Test statistique 
utilisé :  Anova I avec correction de Bonferroni; * p < 0.05 comparé aux essais contrôles (véhicule). 
 148	  
IV.11 Effet du CAR10 sur la voie β-caténine dans les cellules SW480 
Les résultats des essais de prolifération ont permis de mettre en lumière l’effet 
prolifératif du PGF2α sur les cellules cancéreuses colorectales. Il a aussi été démontré que 
les molécules PDC113.824 et CAR10.0 régulent négativement la prolifération induite par la 
prostaglandine PGF2α. Ces recherches ont été poussées pour essayer de déterminer de 
quelle façon cette molécule affecte la croissance de cellules cancéreuses colorectales. La 
voie canonique WNT, en particulier la protéine β-caténine, est un régulateur critique de la 
prolifération et de la différenciation cellulaire. Cette voie et les protéines impliquées sont 
souvent mutées dans le cancer colorectal, conférant aux cellules cancéreuses un pouvoir 
prolifératif illimité (Kolligs et al., 2002).  
En premier lieu, nous avons visualisé l’effet de la stimulation de cellules SW480 sur 
les niveaux de phosphorylation de la β-caténine sur les sites sérines 33/37 et thréonine 41, 
sites nécessaires à l’ubiquitination et à la dégradation de cette protéine. Il a pu être constaté 
que la protéine β-caténine possède un niveau basal de phosphorylation sur les sites 
observés. Cette phosphorylation n’augmentait pas suite à une stimulation de 30 à 60 
minutes avec 1 µM de PGF2α. Lorsque des traitements de cellules SW480 avec 1 µM de 
CAR10.0 étaient entamés, suivis d’une stimulation avec 1 µM de PGF2α, une augmentation 
significative des niveaux de phosphorylation des sites sérines 33/37 et de la thréonine 41 
était visualisée après trente minutes de stimulation (Figure 43A).  
Par la suite, nous avons voulu déterminer de quelle façon la molécule CAR10.0 
permettait d’augmenter le niveau de protéine β-caténine phosphorylée sur les sites de 
dégradation. Dans l’article de Goupil (Goupil et al.; 2010), il a été constaté que le 
PDC113.824 potentialisait l’activation de la PKC induite par la stimulation du récepteur 
FP. Des études témoignent du rôle de la PKC dans la régulation négative de la voie WNT / 
β-caténine (Gwak et al., 2009; Hernandez-Maqueda et al., 2013). On pourrait donc penser 
que l’augmentation de l’activité de la PKC sous l’action d’un analogue du PDC113.824 
pourrait affecter la phosphorylation des sites touchant à la dégradation de la β-caténine. Des 
cellules SW480 ont donc été soumises à un inhibiteur et un activateur de la PKC pour 
évaluer leur action sur la phosphorylation des sites sérines 33/37 et thréonine 41 de la β-
caténine. Des cellules SW480 ont été prétraitées avec l’inhibiteur de la PKC GÖ6983 et 
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l’activateur de la PKC PMA, puis stimulées avec la prostaglandine PGF2α pendant trente 
minutes. Les résultats d’immunobuvardage (Figure 43B) ont confirmé notre hypothèse de 
l’action de la PKC sur la phosphorylation de la β-caténine. Tout d’abord, il est remarqué 
qu’une stimulation à la PGF2α n’affectait pas la phosphorylation sur les sites de 
dégradation. Par contre, l’utilisation d’un activateur de PKC agissait grandement sur la β-
caténine. En effet, dans la figure 43B, l’utilisation d’un activateur de la PKC, le PMA, 
augmente de manière significative la phosphorylation aux sites sérines 33/37 et 
thréonine 41 de la β-caténine tandis que l’utilisation de GÖ6983 ne semblait pas affecter la 
phosphorylation de ces sites. 
Ces résultats nous permettent de croire que le CAR10.0 jouerait un rôle sur la 
dégradation de la β-caténine en augmentant la phosphorylation des sites sérines et 
thréonines. De plus, nous pensons que l’action de la molécule CAR10 affecte positivement 
l’activité de la PKC et que la sur-activation de cette protéine affecterait la β-caténine, en 
augmentant la phosphorylation des sérines 31/33 et thréonine 41, permettant d’envoyer 
cette protéine vers le protéasome pour dégradation. 
 
IV.12 Le CAR10 module négativement l’activité de la voie β-caténine 
La protéine β-caténine, si elle n’est pas phosphorylée aux sites sérines 33/31 et 
thréonine 41 et envoyée vers le protéasome pour dégradation, sera acheminée au  noyau 
pour permettre la transactivation des facteurs de transcription TCF/LEF. L’activation de ces 
facteurs permettra la transcription de plusieurs gènes responsables de la prolifération 
cellulaire et sera le point culminant de l’activation de la voie de signalisation WNT/β-
caténine. Les cellules SW480, dues à une mutation sur APC, possèdent des niveaux élevés 
de β-caténine. Nous nous sommes donc demandé si la prostaglandine PGF2α et la 
molécule CAR10 pouvaient influencer l’activité transcriptionnelle de la β-caténine sur des 
gènes cibles. Il est remarqué que les cellules SW480 possèdent un phénotype de type 
épithélial lorsqu’elles sont à confluence, associé à une translocation de la β-caténine à la 
membrane et au cytoplasme (Brabletz et al., 2001). Nous avons utilisé le système de double 
rapporteur luciférase TCF/LEF (Figure 43C) pour visualiser la régulation de gène cible de 
l’oncogène β-caténine. Dans cet essai, deux plasmides sont transfectés dans les cellules. Le 
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premier plasmide Firefly Luciférase permettra la lecture de l’activité de notre protéine 
d’intérêt sur la transcription génique. Le second plasmide, la Rénilla Luciférase, contient un 
promoteur constitutivement actif qui servira de référence lors des lectures. Après les 
transfections, les cellules ont été stimulées avec 1 µM de PGF2α ou de PGE2 sur une période 
de seize heures. L’activation des facteurs de transcription TCF/LEF était augmentée de 
manière significative suite à la stimulation avec les ligands PGF2α et PGE2 (Figure 43C), 
visualisée par une luminescence plus forte lorsque comparée avec celle des cellules 
contrôles non stimulées. L’activité de la β-caténine sur des cellules ayant subi un 
prétraitement avec le CAR10.0 a par la suite été évaluée. Ainsi, l’ajout de 1 µM de 
CAR10.0 durant une heure, suivi de seize heures de stimulation avec le ligand PGF2α, 
diminue significativement l’activité de transcription induite par la PGF2α, comparativement 
aux résultats obtenus sur des cellules SW480 soumises seulement à une stimulation avec le 
PGF2α. De plus, l’activité de la β-caténine ne semblait pas être affectée sur les 
cellules SW480 prétraitées au CAR10.0 et stimulées avec la prostaglandine PGE2 
comparativement aux cellules seulement stimulées avec cette prostaglandine. 
 Ainsi, ces derniers résultats semblent suggérer que la molécule CAR10.0 permet de 
diminuer l’activité de la β-caténine comme co-activateur des facteurs de transcription se 
trouvant au noyau en diminuant la translocation de cette protéine et en affectant 
positivement sa dégradation par le protéasome sous l’action de PGF2α. Par contre, 
l’utilisation de CAR10.0 avec le ligand PGE2 n’affecte en rien la translocation au noyau de 
β-caténine. 
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Figure 43. Le CAR10 module négativement la voie WNT et la phosphorylation de la β-caténine dans des 
cellules cancéreuses SW480. 
(A et B), des cellules SW480 ont été traitées avec ou non (véhicule: eau saline) avec du (A) CAR10 (1 µM, 30 
minutes) ou (B) PMA (10 µg⁄ ml, 60 minutes) ou GÖ6983 (10 µM, 60 minutes), puis stimulées avec (A et B) 1 
µM de PGF2α aux temps indiqués. La phosphorylation de β-caténine a été analysée par immunoburvardage de 
Western avec l’anticorps phospho- β-caténine ser33⁄37 thr41 et β-caténine totale avec l’anticorps anti-β-
caténine. La β-caténine totale représente 5 % des lysats cellulaires (A), les bandes obtenues ont été quantifiées 
par densitométrie et sont les résultats de quatre expériences différentes. (C), des cellules SW480 ont été 
transfectées avec les plasmides double Rénilla Luciférase TCF/LEF, traitées ou non avec du CAR10.0 1 µM, 
puis stimulées ou non avec du PGE2 et du PGF2α (1µM). Après seize heures d’incubation, l’activité Rénilla-
Luciférase a été lue avec un luminomètre. Le graphique représente la moyenne ± l’écart type de l’activité 
luciférase normalisée par rapport à l’activité rénilla.  Test statistique utilisé : Anova I avec correction de 
Bonferroni n= 3-5. * p < 0.05;** p < 0.01  comparé aux cellules contrôles non stimulées; ‡‡ p < 0.01 
comparé aux cellules stimulées au PGF2α seul. 
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IV.13 L’injection intratumorale de CAR10 réduit la croissance tumorale de CT26 
dans des souris BALB/c 
 Suite aux nombreux essais in vitro et à la caractérisation des effets du CAR10.0 sur 
la prolifération et la migration des cellules cancéreuses colorectales, nous avons voulu 
vérifier dans un modèle in vivo l’effet de cette molécule. Pour cela, nous avons décidé 
d’effectuer des injections sous-cutanées de cellules d’adénocarcinomes murins CT26 sur les 
flancs de souris BALB/c. Trois groupes ont été mis en place, soit les groupes A (CT26 ctrl. 
+ véhicule), B (CT26 ctrl. + CAR10.0) et C (CT26 prétraitées + CAR10.0).  
 Les groupes A et B ont reçu des injections de cellules CT26 non prétraitées avec du 
CAR10.0. Le troisième groupe (C) a reçu des injections de cellules CT26 ayant 
préalablement subi un traitement de douze heures avec 10 µM de CAR10.0. Des tests de 
viabilité ont été effectués avant l’injection des cellules dans les deux flancs de chaque 
souris. Le groupe A contenait 10 souris, tandis que les groupes B et C en possédaient 
chacun 7. Cinq jours après l’injection sous-cutanée dans les souris, les tumeurs de 
cellules CT26 étaient d’environ 50 mm3 et le protocole d’injection du CAR10.0 a débuté. 
Les groupes B et C ont reçu tous les trois jours des injections de 20 µL de 10 µM de 
CAR10.0 dissous dans de l’eau saline stérile, directement dans la tumeur par injection 
intratumorale, tandis que le groupe A a reçu des injections dans les tumeurs sous le même 
protocole d’injection, mais avec 20 µL d’eau saline stérile (Figure 44). Des images des 
souris à la fin du protocole d’injection ont été prises et sont montrées dans la figure 44A. 
Les injections d’agents ont été effectuées de manière intratumorale, c’est-à-dire que 
les doses ont directement été injectées dans les tumeurs se situant sur les flancs. Tout au 
long de l’expérimentation, les tumeurs étaient mesurées et à la fin du protocole d’injection, 
les souris ont été euthanasiées par CO2 et les tumeurs extraites et pesées sur une balance. 
Tel que démontré dans la figure 44B, les tumeurs du groupe A atteignaient des volumes de 
1000.05 ± 204 mm3 tandis que celles du groupe B atteignaient en moyenne des volumes de 
927.4 ± 125.3 mm3. Pour ce qui est du groupe C, les volumes des tumeurs mesuraient en 
moyenne 150.3 ± 33.9 mm3 (Figure 44B). Les tumeurs du groupe A (CT26 + véhicule) 
pesaient en moyenne 1.1 ± 1.2 grammes comparativement aux tumeurs du groupe C (CT26 
prétraitées + CAR10.0) qui pesaient 0.3 ± 0.1 grammes (Figure 44C). Les tumeurs extraites 
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du groupe B (CT26 ctrl. + CAR10.0) pesaient  1.3 ± 0.9 grammes (Figure 44C). Donc, 
lorsque comparés avec le groupe A, les volumes et le poids des tumeurs du groupe C 
étaient significativement plus faibles. 
Ainsi, le prétraitement des cellules CT26 avec le CAR10.0 avant leur injection dans 
les souris permet une diminution drastique de la croissance tumorale, car la formation des 
tumeurs du groupe C est diminuée lorsque comparée avec la croissance tumorale du groupe 
B. Grâce aux résultats obtenus dans ce modèle in vivo, nous pouvons conclure que l’usage 
en prétraitement du CAR10.0, suivi par un traitement continu de cette molécule permet de 
diminuer significativement la croissance tumorale de cellules CT26 injectées dans des 
souris. 
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Figure 44. Effet de la molécule CAR10.0 sur la croissance tumorale in vivo.  
 
(A) Des souris ont été séparées en trois groupes : groupe A (CT26 ctl. + véhicule), groupe B (CT26 ctl.+ 
CAR10.0) et groupe C (CT26 prétr. + CAR10.0). La grosseur des tumeurs a été évaluée quotidiennement 
avec un vernier. Au jour 5, les souris des groupes B et C ont reçu une injection intra tumorale de 20 µl de 10 
µM de CAR10.0 dans chaque flanc tandis que le groupe A a reçu 20 µl d’eau stérile. Le régime d’injection 
intra tumorale s’est déroulé tous les trois jours sur une période de deux semaines. (B), la taille des tumeurs a 
été comptabilisée pendant les deux semaines du protocole d’injection. (C), le poids de chaque tumeur à la fin 
de l’expérience est indiqué. (D), Photos de tumeurs extraites de chaque groupe.  (B) Anova bidirectionnelle 
avec correction de Bonferroni  et (C) Anova unidirectionnelle avec correction de Bonferroni utilisé ; * p < 
0.05 ; ** p < 0.01 comparé aux tumeurs du groupe A. 
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Chapitre V. Discussion 
La prostaglandine PGF2α est un ligand possédant de nombreuses actions 
physiologiques, mais dont les multiples rôles dans des pathologies restent encore à être 
découverts et à comprendre de manière plus approfondie. Ainsi, des études sur le 
fonctionnement du récepteur FP et de la PGF2α permettront la conception de molécules 
pouvant contrer les difficultés rencontrées face aux soins à offrir dans des 
pathophysiologies telles l’accouchement pré-terme et le cancer colorectal. De ce fait même, 
la signalisation du récepteur FP et du PGF2α reste à être mieux caractérisée, pour permettre 
le développement de molécules possédant plus de spécificité et aux effets secondaires 
moindres. 
V.1 Caractérisation de la signalisation du récepteur FP  
La première section du chapitre III traite d’une nouvelle molécule agissant sur le 
récepteur FP. Le ligand PDC113.824 provient de la conversion d’une molécule, le 
THG113, en peptido-mimétique. Le THG113 a été synthétisé à partir de la séquence de la 
deuxième boucle extracellulaire ECL du récepteur FP et il fut rapporté que ce nouveau 
ligand possède des actions tocolytiques. La prostaglandine PGF2α et son récepteur FP sont 
des éléments déclencheurs des contractions utérines lors de l’accouchement. Il est remarqué 
que le niveau d’ARNm pour le récepteur FP est élevé chez les souris en travail prématuré à 
des niveaux similaires à des souris se situant à la fin de la gestation (Olson, 2003). De plus, 
la PGF2α est une prostaglandine lutéolysante. En effet, la PGF2α diminue le niveau de 
progestérone, provoquant ainsi l’induction des contractions utérines. Toutes les données 
connues sur le récepteur FP ne sont, par contre, pas suffisantes, car peu d’informations sont 
connues sur la signalisation moléculaire lors des contractions utérines myométriales. Ainsi, 
de nombreuses molécules ont été mises au point pour essayer de mieux comprendre ce 
fonctionnement. 
 Dans cette thèse, il a pu être mis en lumière une seconde voie d’activation du 
récepteur FP permettant les contractions myométriales. Il a pu être remarqué que la 
stimulation à la PGF2α conduisait à un phénotype morphologique intéressant. En effet, la 
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stimulation du récepteur FP formait des cellules possédant un grand nombre de fibres de 
stress et aux contours arrondis, nommés ruffling dans la littérature scientifique anglaise. 
Pour la première fois, il a été démontré dans l’article de Goupil (Goupil et al., 2010) que 
des cellules HEK293 transfectées de manière stable avec le récepteur FP acquéraient un 
phénotype morphologique de cellules arrondies sous stimulation de PGF2α. De précédentes 
études (Fujino et al., 2000; Pierce et al., 1999) avaient démontré un changement 
phénotypique dans des cellules HEK293 transfectées avec le récepteur FP, mais le 
phénotype observé était différent de celui remarqué dans notre étude. En effet, il a été 
rapporté qu’une stimulation à la PGF2α des cellules HEK293 transfectées menait à 
l’apparition de cellules rondes et en amas. Dans nos mains, la stimulation des 
cellules HEK293-HA-FP avec la PGF2α favorisait une réorganisation du cytosquelette 
d’actine qui se manifestait par des ondulations de membranes et des fibres de stress. Les 
cellules HEK-293-HA-FP sous PGF2α formaient des anneaux dispersés les uns des autres.  
Nous avons aussi démontré que cette formation d’ondulation de membranes induite 
par la stimulation du récepteur FP découlait de l’activation de la voie de signalisation 
RhoA-ROCK (voir Figure  29). Des études antérieures avaient démontré que les cellules 
myocytes utérines en culture suite à une stimulation par un agoniste tel l’ocytocine ou la 
PGF2α promouvaient le recrutement et l’activation de RhoA et de ROCK à la membrane 
(Luckas et al., 1999). Des niveaux élevés de ROCK sont aussi remarqués vers la fin de la 
gestation chez le rat ou lors d’une mise bas avant terme. Les niveaux d’ARNm de RhoA au 
niveau du myométrium sont de plus élevés lors de la gestation (Lartey et al., 2007; Moran 
et al., 2002). Ainsi, le fait d’utiliser des inhibiteurs spécifiques contre les protéines RhoA et 
ROCK a permis d’abaisser significativement la formation de fibres de stress et 
d’ondulation de membrane  de cellules HEK293-HA-FP. L’importance de ces deux 
protéines dans la formation des contractions utérines a ainsi pu être démontrée à de 
multiples reprises lors de cette étude 
La voie primaire retrouvée dans la littérature scientifique sur la signalisation du 
récepteur FP est celle touchant la voie Gαq-PKC-MAPK. Nous avons pu remarquer 
l’activation ce cette voie dans nos cellules (voir Figure 25 et l’article de Goupil, Tassy & al. 
2010). De plus, l’inhibition de protéines impliquées dans la signalisation de la voie Gαq-
 157	  
PKC-MAPK n’affectait pas le réarrangement du cytosquelette d’actine à la suite d’une 
stimulation au PGF2α (Figure 29). En plus de la voie Gαq-PKC-MAPK, il a pu être mis en 
évidence l’action d’une seconde voie de signalisation indépendante de Gαq (Figure 30). 
Nous avons pu mettre en lumière l’activation d’une seconde protéine G liée au récepteur FP 
activé, la protéine Gα12/13. En effet, la littérature scientifique n’avait jamais remarqué que le 
récepteur FP puisse se coupler à une seconde protéine G lors d’une même stimulation. La 
protéine Gα12 permet ici l’activation des protéines RhoA et ROCK, protéines importantes 
dans la formation des contractions myométriales et de l’ondulation membranaire, car 
l’usage d’un dominant négatif de la protéine Gα12 diminuait significativement l’ondulation 
des membranes des cellules HEK293-HA-FP induite par une stimulation au PGF2α. Des 
études antérieures ont démontré que la protéine RhoA pouvait être activée de manières 
différentes par les protéines Gα12 et Gαq. Dans les cellules neuronales, l’activation de ces 
protéines permet la rétraction neuronale et la formation de cellules possédant un phénotype 
rond est dû à l’activation de la protéine RhoA (Katoh et al., 1998). Pour approfondir notre 
étude, un dominant négatif de la protéine Gαq aurait pu être utilisé pour vérifier son rôle sur 
la formation de ruffling cellulaire. Mais l’utilisation d’inhibiteurs contre les protéines de la 
voie Gαq -PKC-MAPK a permis de constater que cette voie n’était pas nécessaire à 
l’ondulation membranaire des cellules HEK293-HA-FP.  
V.2 La modulation allostérique du récepteur FP 
  Dans la section III.1, les effets d’un nouveau modulateur dit allostérique pour le 
récepteur FP, le PDC113.824 ont été démontrés. Les modulateurs allostériques ont le 
potentiel de déclencher des actions précises. En venant se fixer sur le site allostérique, le 
modulateur provoque des changements de conformation du récepteur. Cela permet ainsi 
une modulation des propriétés de l’agoniste orthostérique. Comme mentionné dans 
l’introduction, les peptides naturels possèdent de nombreuses limitations dont une est la 
biodisponibilité. Les peptides naturels sont en fait grandement dégradés par des peptidases 
retrouvées au niveau tissulaire, plasmique et gastro-intestinal (Vlieghe et al., 2010). Ainsi, 
le développement de molécules pharmacologiques pouvant contrer ces limitations serait 
une excellente option thérapeutique. De plus, ces molécules sont de petites tailles, car elles 
dérivent d’un petit fragment du peptide biologique possédant l’activité biologique 
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recherchée. Les modulateurs allostériques possèdent une variété d’effets sur les RCPGs, en 
créant une modulation de ce récepteur de type positive (MAP) ou négative (MAN). 
Plusieurs études décrivent les effets de molécules synthétiques modulant positivement ou 
négativement un récepteur particulier. Un exemple connu de modulation allostérique d’un 
RCPG serait celui du Maraviroc, un modulateur de type MAN sur le récepteur CCR5 
(Dogo-Isonagie et al., 2012). Selon notre avis, notre étude sur le récepteur FP démontre 
l’existence d’un peptidomimétique pouvant moduler sélectivement deux protéines G 
distinctes, en étant à la fois un modulateur allostérique positif et négatif. Tout en étant à la 
fois un agent tocolytique agissant lors de la mise bas de souris gestantes et un inhibiteur de 
contractions de cellules myométriales, le PDC113.824 est un modulateur allostérique du 
récepteur FP affectant de manière biaisée les protéines Gαq et Gα12 et les voies de 
signalisations qui en découlent.  
Tout d’abord, le PDC113.824, à lui seul, ne possède aucun effet sur la signalisation 
du récepteur FP. Pour que cette molécule puisse avoir une action, elle doit être utilisée en 
présence du ligand naturel du récepteur FP, la PGF2α. L’étude des effets associées au 
PDC113.824 a permis de découvrir que cette molécule modulait positivement la voie Gαq-
PKC-MAPK en augmentant, par exemple la phosphorylation des MAPKs sous l’action 
d’une stimulation à la PGF2α (voir Figure 25). De plus, nos recherches ont permis de 
visualiser les effets de ce peptido-mimétique sur le réarrangement du cytosquelette d’actine 
des cellules HEK293-HA-FP stimulées. Une diminution au niveau de la formation de 
membranes ondulatoires a été remarquée lorsque le PDC113.824 était utilisé en 
prétraitement avant une stimulation au PGF2α, (Figure 30). Ces ondulations membranaires 
des cellules découleraient de l’activation de la voie Gα12 (Figure 29). L’usage du 
PDC113.824 permet une diminution des contractions de cellules myométriales et un retard 
dans le début de la mise bas dans un modèle murin. Les phénomènes de contractions 
myométriales et de remodelage de l’actine découlent tous de l’activité d’une RhoGTPase, 
ici la protéine RhoA, et de son effecteur la protéine ROCK. Des études de couplage de 
protéine G au récepteur ont permis de constater que le PDC113.824 permettait le 
changement de conformation du récepteur (Goupil et al., 2010). Ce changement 
conformationnel permettrait d’augmenter le couplage de la protéine Gαq au récepteur FP 
par rapport à la protéine Gα12/13, augmentant ainsi la signalisation découlant de l’activation 
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de la protéine Gαq. En effet, il a été remarqué que le PDC113.824 augmentait le couplage 
de la protéine Gαq sur le récepteur FP et diminuait le couplage de la Gα12 avec ce dernier. 
Cela expliquerait pourquoi on remarque une augmentation de la signalisation découlant de 
la protéine Gαq. Ainsi, le PDC113.824 agit aussi comme un modulateur négatif de la voie 
d’activation Gα12-RhoA-ROCK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 45. Signalisation biaisée du récepteur FP par le modulateur allostérique PDC113.824 
Suite à une stimulation du récepteur FP par la PGF2α, il y a activation de ERK1/2 via l’activation de 
la voie Gαq et activation de la protéine RhoA par la voie Gα12. Cette dernière est importante dans le 
remodelage de l’actine. Le PDC113.824 affecte ces deux voies de signalisation. Il agit comme un 
modulateur allostérique positif en potentialisant l’activation de la voie Gαq-PKC-ERK1/2 et comme 
un modulateur allostérique négatif en diminuant le couplage de la protéine Gα12 au récepteur, 
affectant négativement l’activation subséquente de la voie Gα12-RhoA-ROCK 
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V.2.1 La deuxième boucle extracellulaire : la clé pour le développement de molécules 
allostériques 
Le PDC113.824 est un peptidomimétique du peptide THG113. Cet octapeptide 
dérivant d’acides aminés de la seconde boucle extracellulaire se lie au récepteur FP sur un 
site différent que le site orthostérique sur lequel se lie la prostaglandine PGF2α. 
Habituellement, les ligands orthostériques des récepteurs couplés aux protéines G se lient 
au niveau des hélices 2 à 7 à l’intérieur du cœur du récepteur. La deuxième boucle 
extracellulaire (ECL2) est importante pour la liaison au ligand et pour l’activation du 
récepteur. De nombreuses études ont prouvé ces actions dans le récepteur  muscarinique  de 
l’acétylcholine, où les résidus découlant de la boucle ECL2 permettaient de limiter les 
effets agonistiques du site orthostérique (Scarselli et al., 2007). De plus, des études sur le 
récepteur β2-adrénergique ont permis de constater que des changements de conformation 
sont remarqués entre la boucle ECL2 et le site orthostérique, permettant à une drogue d’agir 
avec une grande sélectivité tel un modulateur allostérique (Bokoch et al., 2010). Même si 
les molécules de type peptidique possédaient de nombreux avantages à la fois tocolytiques 
et pharmacologiques, les désavantages connus ont poussé à la production de dérivés 
peptidomimétiques, soit le PDC113.824 et les dérivées CAR10. Les molécules CAR10 sont 
une série de dérivés azapeptidiques du PDC113.824. Ceux-ci prennent la moitié moins 
d’étapes de production que pour le THG113. De plus, les composées mimétiques créés ont 
permis d’établir des études de structure-fonction du composé  sur le récepteur FP. 
Dans la section III.2 évaluant les analogues du PDC113.824, il a pu être remarqué 
que des changements dans la structure du PDC113.824 affectaient l’activité des molécules 
sur le récepteur FP. Comme expliqué précédemment, le PDC113.824 module positivement 
la voie Gαq et négativement la voie Gα12. Lorsque nous avons regardé les effets 
modulateurs des dérivés du PDC113.824, les molécules CAR10 possédaient des profils de 
modulation qui différaient les uns des autres. Ainsi, les azapeptides CAR10.0, CAR10.1 et 
CAR10.2 à des doses de 1 µM en prétraitement de trente minutes, potentialisaient 
l’activation des MAPKs ERK1⁄2 induite par la stimulation du récepteur FP. Les effets de 
ces molécules étaient similaires aux effets de 1 µM de PDC113.824 sur l’activation des 
MAPKs. Pour ce qui est de l’ondulation membranaire, les molécules CAR10 démontraient 
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des motifs de signalisation différents aussi. En effet, il a été remarqué que seules les 
molécules CAR10.0, CAR10.2 et CAR10.3 inhibaient la formation d’ondulation 
membranaire remarquée suite à une stimulation à la PGF2α. La molécule CAR10.1, elle, 
n’affectait pas significativement l’ondulation membranaire induite par la stimulation du 
récepteur FP (Figure 33).  
Ces différences dans l’activité des molécules CAR10 seraient dues à la modulation 
de la conformation du récepteur. Nous pouvons croire que la substitution d’éléments dans 
la structure du PDC113.824 a permis de créer des variantes permettant des effets sur la 
conformation du récepteur, mais aussi sur l’interaction que ces molécules possèdent avec le 
récepteur. Ainsi, une sélectivité fonctionnelle de ces molécules allostériques a été 
remarquée sur le récepteur FP. Par contre, il n’a pas été déterminé si ces molécules se 
fixaient vraiment sur un site autre que le site orthostérique. Nous ne pouvons donc pas 
affirmer que les molécules CAR10 se comportent de façon similaire à la 
molécule PDC113.824. De plus, pour pousser plus en profondeur cette étude, des 
évaluations de liaisons au récepteur auraient pu être établies pour chacune des 
molécules CAR10, comme il avait été fait pour la molécule PDC113.824. Nous aurions pu 
aussi vérifier la spécificité de ces molécules dans des essais avec un autre récepteur couplé 
aux protéines G, tel le récepteur de l’angiotensine II. 
 
V.3 Les rôles du récepteur FP dans la pathogenèse colorectale 
Le chapitre IV traitait des résultats obtenus sur la modulation du récepteur FP dans 
le cancer colorectal. La pathogenèse de tous les cancers comprend six caractéristiques 
biologiques permettant le développement de tumeurs cancéreuses. Ces capacités acquises 
lors de la progression tumorale sont : la résistance à la mort cellulaire, la prolifération 
cellulaire soutenue, l’évasion face à des facteurs antiprolifératifs, la formation 
d’angiogenèse, la réplication cellulaire illimitée et l’activation de processus de migration et 
d’invasion des tissus environnants permettant la formation de métastases. La littérature 
scientifique abonde sur les rôles des cyclooxygénases et de la prostaglandine PGE2 lors de 
la formation et de la progression du cancer colorectal. La migration et la prolifération de 
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cellules cancéreuses colorectales ont de nombreuses fois été mises en relation avec 
l’augmentation de la prostaglandine PGE2. La cyclooxygénase COX-2 est fréquemment 
surexprimée dans le cancer colorectal et la PGE2 a été identifiée comme la principale 
prostaglandine à promouvoir la croissance cellulaire et la survie de tumeurs colorectales 
(Jiang et al., 2013). Par contre, peu d’études ont porté sur le rôle possible de la PGF2α dans 
la carcinogenèse colorectale, même s’il a été démontré en 2007 que des tissus de tumeurs 
colorectales possédaient des niveaux élevés de récepteur FP et de PGF2α et que cette 
prostaglandine augmentait la migration et la prolifération de lignées cancéreuses 
colorectales (Qualtrough et al., 2007). 
V.3.1 Cancer colorectal : le rôle du récepteur FP dans la migration cellulaire 
Dans notre étude, nous avons démontré que la PGF2α permettait la migration de 
nombreuses lignées d’adénocarcinomes colorectaux humains et murins (Figure 34), tout 
autant que la prostaglandine PGE2. Nous avons aussi mis en lumière l’une des voies 
permettant la migration de ces lignées cellulaires. Plusieurs RCPGs, tels le récepteur LPA 
(Leve et al., 2011) et le récepteur CCR4 (Al-Haidari et al., 2013), permettent l’activation 
des protéines RhoA-ROCK responsables de la création d’un phénotype migratoire dans des 
cellules colorectaux. Dans notre étude, nous avons utilisé de nombreuses expériences pour 
déterminer l’activité de RhoGTPase dans la migration des cellules d’adénocarcinomes 
colorectaux. En premier lieu, l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques contre la RhoGTPase 
RhoA et ROCK ont permis de diminuer significativement la migration de cellules SW480 
et CT26 lorsque sous stimulation à la PGF2α (Figure 35). De plus, l’utilisation d’un siRNA 
contre la protéine RhoA a permis de diminuer la migration induite par une activation du 
récepteur FP, permettant de conclure au rôle déterminant de cette protéine dans la migration 
de cellules cancéreuses colorectales (Figure 35B). 
 Nous avons aussi déterminé que la migration induite par la PGF2α découlait 
vraisemblablement d’une stimulation du récepteur FP, par l’utilisation de l’antagoniste AL-
8810. Cette étude est la première à définir comment la prostaglandine PGF2α permet la 
migration de cellules cancéreuses. De plus, nous avons défini que la migration de 
cellules SW480 et CT26 passait aussi par l’activation de la RhoGTPase RhoA lorsque ces 
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cellules étaient stimulées avec du PGE2 (Figure 37B). Nous avons également effectué des 
essais d’activation de la protéine RhoA. Ces essais ont permis de remarquer que cette 
protéine devient sous sa forme RhoA active, liée au GTP, suite à une stimulation au PGF2α 
(Figure 39).  
Ainsi, les résultats obtenus dans cette étude ont permis de conclure aux rôles de la 
protéine RhoA dans le processus de migration de cellules cancéreuses colorectales. Par 
contre, nous n’avons pu établir de quelle manière le récepteur FP permettait l’activation de 
la protéine RhoA. Habituellement, les petites protéines G monomériques sont activées par 
une GEF en réponse à la stimulation d’un récepteur tyrosine-kinase ou d’un récepteur 
couplé aux protéines G. Nous supposons ici que cette protéine est activée par l’activation 
de la protéine Gα12/13. Les membres de la famille des protéines Gα12⁄13  peuvent interagir 
directement avec plusieurs RhoGEF telles que p115-RhoGEF, PDZ-RhoGEF (PSD-95⁄ 
Disc-large⁄ ZO-1 homology RhoGEF), LARG (Leukemia associated RhoGEF) et Lbc-
RhoGEF (lymphoid bast crisis  RhoGEF) (Xiang et al., 2013). Dans un article sorti en 2014 
(Patel et al., 2014), il est démontré que le peptide de relâche de la gastrine (Gastrin-
releasing peptide ou GRP) permettrait, par l’entremise de la Gα13, de stimuler la migration 
dépendante de la protéine RhoA par l’activation de la RhoGEF PDZ-RhoGEF. Ainsi, les 
observations de cette dernière étude laissent croire en la possibilité de déterminer quelle 
RhoGEF permettrait de faire le lien entre l’activation de la protéine Gα12⁄13  et la protéine 
RhoA lors de la stimulation du récepteur FP par la prostaglandine PGF2α. 
 
V.3.2 La prolifération cellulaire dans le cancer colorectal peut être induite par la 
PGF2α  
Le pouvoir de réplication illimitée des cellules cancéreuses est une caractéristique 
clé dans la tumorigénèse de tout cancer. La prolifération de cellules colorectales est souvent 
associée à la prostaglandine PGE2 et au récepteur EP4 (Sheng et al., 2001). Nous avons 
déterminé dans cette étude que la prostaglandine PGF2α pouvait permettre la prolifération 
de lignées cancéreuses colorectales (Figure 41). Deux tests ont été utilisés, à la fois sur une 
lignée humaine et murine de cancer colorectal. Ces deux types d’essais ont donné des 
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résultats concluants, prouvant pour la première fois à l’effet pro-prolifératif de la 
prostaglandine PGF2α. Le mécanisme à la source de cette augmentation de la prolifération 
par cette prostaglandine reste encore imprécis, mais certaines données de notre étude nous 
poussent à croire au rôle de la protéine β-caténine. En effet, des perturbations dans la voie 
de signalisation WNT-APC-β-caténine peuvent être remarquées très tôt dans la progression 
du cancer colorectal et sont considérées comme arrivant dans toutes les tumeurs 
colorectales. Plus de 80 % des tumeurs possèdent une perte du gène suppresseur APC 
(Kinzler et al., 1996). Le rôle de cette protéine est de réguler les niveaux intracellulaires de 
la β-caténine. Des mutations au niveau de la protéine APC ou sur l’une des composantes de 
la voie WNT favorisent la formation d’une forme constitutivement active du complexe β-
caténine-TCF, imitant ainsi la signalisation de la voie WNT. Dans les cellules saines, la 
dégradation de la β-caténine est initiée par la phosphorylation des sérines et thréonine sur la 
région amino-terminale de cette protéine.  
Dans des essais de phosphorylation de la β-caténine, il a pu être constaté que la 
phosphorylation aux sites d’ubiquitination (sérines 33/37 et thréonine 41) n’était pas 
affectée de manière significative par la stimulation du récepteur FP dans des cellules 
d’adénocarcinomes colorectaux humaines (Figure 43). Dans les résultats obtenus dans la 
partie traitant du récepteur FP dans des cellules HEK293-HA-FP et dans d’autres études 
ultérieures, il a pu être démontré que la stimulation du récepteur FP permettait l’activation 
de la voie Gαq- PLC et la production d’inositol triphosphate et de diacylglycérol. Cette 
dernière protéine va pouvoir activer la PKC (Abramovitz et al., 1994b; Carrasco et al., 
1997; Watanabe et al., 1994). Plusieurs évidences expérimentales ont démontré que des 
modifications dans l’activité et dans l’expression des isoformes de la protéine PKC 
affectaient la carcinogenèse colorectale. Les cellules de l’épithélium intestinal expriment 
plus de neuf isoformes de PKC, suggérant ainsi que cette famille joue des fonctions clés 
dans l’homéostasie intestinale. Les isoformes PKCβII, PKCε et les PKC atypiques 
permettent la survie et la prolifération de l’épithélium intestinal, tandis que les PKCα et 
PKCδ agiraient comme des facteurs suppresseurs de tumeurs (Gökmen-Polar et al., 2001; 
Gwak et al., 2009). La phosphorylation de ces sites permet la dégradation de la β-caténine 
par le protéasome. Nous avons aussi utilisé un activateur de PKC, le phorbol -2-
myristat 13-acétate (PMA) et un inhibiteur de PKC, le GÖ6983 (Figure 43B). L’utilisation 
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de la molécule PMA permettait d’augmenter le niveau de phospho-sérines 33/37 et 
thréonine 41de la β-caténine dans des cellules SW480. Aucun effet de l’inhibiteur de PKC, 
le GÖ6983, n’a été observé dans notre étude (Figure 43B). Ainsi, ce résultat concorde avec 
ceux obtenus dans la littérature (Gwak et al., 2009), témoignant du rôle de la PKC sur la 
régulation négative de la protéine β-caténine et sur la prolifération de cellules du cancer du 
côlon.  
Nous avons vérifié dans notre étude si la prostaglandine PGF2α permet de moduler 
l’activation des facteurs de transcription TCF-LEF. Nous avons utilisé un essai de 
rapporteur Rénilla-Luciférase TCF-LEF. Cet essai nous a permis de constater que la PGF2α 
permet l’activation des facteurs TCF- LEF dans des cellules cancéreuses 
colorectales SW480 tout comme la prostaglandine PGE2 (Figure 43C). Ce dernier résultat 
concorde avec ceux obtenus dans l’étude de Castellone en 2005, qui confirmait un lien 
entre la PGE2 et l’activation de voie de signalisation canonique de WNT (Castellone et al., 
2005). Plusieurs autres expériences pour vérifier l’effet pro-prolifératif de la 
prostaglandine PGF2α sur les cellules cancéreuses colorectales auraient pu être effectuées. 
Des études de la localisation de la β-caténine sous l’effet d’une stimulation du récepteur FP 
pourraient être effectuées pour déterminer si l’activation du récepteur FP permet une 
augmentation de la localisation nucléaire de cette protéine. De plus, on pourrait penser à 
l’évaluation des niveaux de production des gènes cibles de la voie WNT comme celui du 
gène de la cyclooxygénase 2, précurseur de la prostaglandine PGF2α, et des gènes de 
protéines pro-prolifératives tels les gènes de cycline D et c-myc. Cela démontrerait 
comment la prostaglandine PGF2α promeut la prolifération cellulaire de manière plus 
précise. 
V.4 Modulation allostérique du récepteur FP dans la pathophysiologie 
colorectale 
La plupart des drogues touchant les RCPGs présentement sur le marché sont de 
nature orthostérique. Ainsi, pour obtenir des effets thérapeutiques, ces molécules doivent 
posséder une affinité forte pour le site orthostérique du récepteur et de fortes concentrations 
doivent donc être administrées. Cela peut apporter des inconvénients tels de la toxicité face 
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à ces drogues et l’augmentation d’effets secondaires non désirés. La découverte de 
modulateurs allostériques des RCPGs a permis la création de molécules plus sélectives dans 
le type de réponses obtenues. Ainsi, la découverte d’un modulateur allostérique du 
récepteur FP nous a permis de découvrir ses fonctionnalités dans diverses étapes de la 
tumorigénèse colorectale. 
V.4.1 Modulation négative de la voie RhoA-ROCK 
Le potentiel pharmaceutique de la molécule PDC113.824 comme molécule 
tocolytique dans l’accouchement préterme et comme modulateur allostérique nous a 
poussés à étudier les effets de cette molécule dans le cancer colorectal. L’usage de la 
molécule PDC113.824 en prétraitement a permis de diminuer la migration induite par le 
PGF2α dans des lignées humaines SW480 et HT29 et murine CT26 (Figure 36). De plus, 
lorsque ces cellules étaient prétraitées avec du PDC113.824, puis stimulées avec la 
prostaglandine PGE2, la migration de ces cellules n’était aucunement affectée (Figure 37A). 
Lors des essais d’activation de RhoA en présence de PDC113.824, la stimulation au PGF2α 
des cellules SW480 et CT26 retardait et diminuait le niveau d’activation de cette 
RhoGTPase (Figure 40A). Nous avons aussi évalué l’analogue du PDC113.824, le 
CAR10.0, dans les cellules SW480. L’effet inhibiteur produit sur l’activation de RhoA de 
la part du CAR10.0 lorsqu’utilisé en prétraitement semblait plus puissant que l’effet obtenu 
avec la molécule PDC (Figure 30B). Nous savons aussi que l’activation de la voie RhoA est 
indépendante des MAPKs ERK1⁄2, tel que démontré dans la figure 42C. Ces résultats 
appuient les résultats que nous avons obtenus avec le PDC113.824 dans l’étude de Goupil. 
En effet, la molécule PDC113.824 permettait de moduler négativement l’activation de la 
protéine Gα12 et inhibait, de ce fait même, la voie RhoA-ROCK. Nous avons pu ici 
démontrer, avec l’essai d’activation de RhoA, que le PDC113.824 lorsqu’utilisé en 
prétraitement diminuait l’activation de cette protéine dans des cellules cancéreuses 
colorectales et permettait ainsi la diminution de la migration de ces cellules lorsque 
stimulées au PGF2α. Nous concluons donc que le PDC113.824 agirait comme un 
modulateur allostérique du récepteur FP, en modulant négativement la voie d’activation de 
la protéine RhoA.   
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Nous supposons ici que les molécules PDC113.824 et CAR10.0 se coupleraient sur 
un site autre que le site orthostérique du récepteur FP. Pour affirmer cette supposition, des 
études de couplage au récepteur telles qu’effectuées dans l’étude de Goupil devront être 
effectuées. De plus, nous devrions vérifier si le PDC113.824 aurait une affinité plus élevée 
pour l’activation d’une protéine G par rapport à une autre. En effet, comme expliqué ci – 
dessous, les molécules PDC113.824 et CAR10.0 permettent l’augmentation d’une voie de 
signalisation, celle provenant de l’activation de la protéine Gαq. L’observation plus poussée 
de ces phénomènes serait donc importante lors d’études futures.  
V.4.2 Modulateur positif de la voie PKC-MAPK 
Lorsque nous avons vérifié la seconde voie reliée à l’activation du récepteur FP, la 
voie Gαq-PKC-MAPK, nous avons constaté que la stimulation des cellules SW480 et CT26 
avec la PGF2α permettait une légère phosphorylation des protéines ERK1/2. Par contre, le 
prétraitement de ces cellules avec du PDC113.824, suivi d’une stimulation avec cette 
prostaglandine, a permis d’augmenter significativement la phosphorylation des 
kinases ERK1/2 (Figure  42). Ainsi, le PDC113.824 agit comme un modulateur allostérique 
positif en amplifiant la voie d’activation des MAPKs. 
Les essais de prolifération effectués sur des cellules SW480 et CT26 ayant subi un 
prétraitement avec le PDC ou le CAR10.0 nous ont permis de constater que ces molécules 
abaissaient la prolifération de ces cellules lorsque sous stimulation au PGF2α. Nous pensons 
que l’effet antiprolifératif de ces molécules provient d’une action sur la phosphorylation de 
la β-caténine. En effet, lorsque la lignée cellulaire SW480 est traitée avec le CAR10.0 et 
stimulée au PGF2α, on remarque une augmentation de la phosphorylation de la β-caténine 
sur les sites des sérines 33 et 37 et sur la thréonine 47, lorsque comparée aux cellules 
cancéreuses seulement stimulées à la prostaglandine PGF2α. La phosphorylation de ces sites 
clés permet l’ubiquination de la β-caténine phosphorylée et sa dégradation subséquente par 
le protéasome cellulaire. Des essais de rapporteur luciférase TCF-LEF (Figure 43) nous ont 
permis de constater que la molécule CAR10.0 permet la diminution du rapporteur, donc de 
l’activation des facteurs de transcription TCF-LEF dans des cellules SW480 stimulées à la 
PGF2α et non sur les cellules stimulées avec de la PGE2. Nous croyons que l’effet sur la 
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phosphorylation des sites de dégradation de la β-caténine et la diminution de la 
transcription génique découlant de la translocation de la β-caténine en réponse au 
traitement avec CAR10.0 seraient dus au fait que ce peptidomimétique agirait en 
augmentant l’activité de la protéine PKC sur la voie WNT. 
 Dans les cellules SW480, on retrouve une forme tronquée de la protéine 
suppresseure de tumeur APC. La forme tronquée de cette protéine inhibe l’ubiquination et 
la dégradation de la β-caténine. Par contre la forme mutée d’APC n’affecterait en rien la 
phosphorylation de la protéine β-caténine (Yang et al., 2006). Des évidences 
expérimentales ont permis de démontrer que certaines isoformes de la protéine kinase C 
agiraient en modulant négativement la β-caténine. Dans une étude sur des cellules 
colorectales HTC116 et SW480, il a été remarqué que la protéine PKCδ modulait 
négativement la voie canonique WNT en participant à la régulation de la β-caténine 
(Hernandez-Maqueda et al., 2013). Une autre étude sur la PKCδ a permis de démontrer que 
cette protéine agissait en supprimant la prolifération de cellules cancéreuses 
colorectales Caco-2 en inhibant les niveaux d’expression des activateurs du cycle G1 
cellulaire tel la cycline D1 et en augmentant la production d’inhibiteurs du cycle cellulaire. 
De plus, la PKCδ permettait d’augmenter la formation de la protéine pro apoptotique Bax 
(Cerda et al., 2006). D’autres études ont démontré le rôle d’un second isoforme de la PKC, 
la PKCα. Cette dernière serait importante dans la suppression de la prolifération cancéreuse 
de différentes manières, soit en inhibant la traduction génique de la cycline D1 dans des 
cellules épithéliales intestinales (Hizli et al., 2006), soit en phosphorylant les résidus sérines 
et thréonine de la β-caténine cytosolique permettant ainsi sa dégradation (Gwak et al., 
2009). Nous croyons donc que l’augmentation de l’activité de la PKC dans les 
cellules SW480 suite à un prétraitement avec la molécule CAR10 permettrait de jouer sur la 
voie de dégradation de la β-caténine en augmentant son niveau de phosphorylation sur les 
résidus sérines et thréonine responsable de son ubiquination. Ainsi l’augmentation 
supposée de la voie Gαq-PKC-MAPK par le peptidomimétique CAR10 sous stimulation au 
PGF2α agirait comme un modulateur positif de la voie de dégradation de la β-caténine. 
Ainsi pour mieux comprendre comment la protéine β-caténine est phosphorylée 
pour être dégradée, des études plus poussées sur le rôle et la localisation de la PKC seraient 
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nécessaires. Des expériences pour déterminer laquelle des PKCs entre en jeu dans nos 
lignées cellulaires lors de la stimulation du récepteur FP seraient primordiales pour la 
poursuite de cette étude. Nous n’avons pas testé l’activité de la PKC dans ces cellules, mais 
nous savons que cette protéine est liée au récepteur FP et permet l’activation de la voie 
PKC-MAPK. Il a aussi été remarqué que le prétraitement de cellules colorectales 
humaines SW480 et murine CT26 avec la molécule PDC113.824 produisait une 
augmentation de la phosphorylation des MAPKs sous l’action d’une stimulation du 
récepteur. De plus, l’augmentation de la phosphorylation des MAPKs sous traitement au 
PDC113.824 (Figure 42) nous permet de croire au rôle de la voie Gαq-PKC sur la 
diminution de la prolifération dans les lignées cellulaires SW480 et CT26. 
Le mécanisme par lequel le PDC113.824 et le CAR10 permettent de contrôler 
positivement la voie Gαq et négativement la voie Gα12⁄13 sous l’action de la prostaglandine 
PGF2α reste encore à être expliqué. Il est peut-être possible que ces molécules permettent un 
changement conformationnel du récepteur FP vers une meilleure affinité pour la protéine 
Gαq que pour la Gα12⁄13.  
Comme il a été écrit précédemment, le PDC113.824 permet d’augmenter la 
phosphorylation de ERK1⁄2 suite à une stimulation au PGF2α dans des cellules 
d’adénocarcinomes colorectaux. La voie d’activation des MAPKs joue un important rôle 
dans la régulation de la croissance et de la différenciation cellulaire. Dans des cellules 
cancéreuses, on retrouve souvent une dérégulation de la voie de signalisation Ras-Raf-
ERK, résultant de mutations sur Ras ou Raf. Les cellules d’adénocarcinomes colorectaux 
SW480 et CT26 utilisées dans nos expériences possèdent des mutations au niveau de la 
protéine Ras. Plusieurs études ont ainsi démontré que le pouvoir oncogène accordé à Ras 
donne un potentiel de survie augmenté, en permettant l’activité de protéines anti-
apoptotiques telles Bcl-2 Bcl-XL et en réprimant les protéines de types proapoptotiques 
telles Bad et Bim. Par contre, ERK1⁄2 semble posséder un pouvoir sur l’apoptose lorsque 
celle-ci est activée de manière continue ou de manière aberrante. En effet, l’activité de ERK 
est présente dans la mort cellulaire induite par de multiples drogues antitumorales telles le 
resvératrol (Shih et al., 2002), la curcumine (Yang et al., 2012) ou des composés actifs tels 
le decursin (Kim et al., 2010). Dans ces cas, l’effet d’ERK agirait en induisant l’activation 
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de mort apoptotique intrinsèque. Cette voie intrinsèque d’apoptose régule l’activité de 
protéines de la famille Bcl-2 qui contrôlent l’intégrité de la membrane mitochondriale. Des 
études ont démontré que l’activité d’ERK pouvait affecter directement la fonction 
mitochondriale et ainsi diminuer la respiration des mitochondries. Cela amène ainsi à la 
perturbation de la membrane mitochondriale et à la relâche de cytochrome c. Ceci 
permettra l’activation des caspases, protéines responsables du cycle apoptotique. 
 Une seconde manière qu’ERK pourrait promouvoir la libération de cytochrome c 
serait par la modulation de l’expression de protéines proapoptotiques de la famille Bcl-2 
(Wang et al., 2000 ; Cagnol et al., 2010). En effet, les protéines MEK-ERK peuvent être 
associées à une régulation positive de protéines proapoptotiques comme Bax et à la 
régulation positive de p53, un important facteur de transcription régulant certaines 
fonctions cellulaires importantes qui incluent la mitose et la mort programmée (Harris et 
al., 2010). Nous pouvons donc supposer que dans nos cellules la potentialisation de 
l’activité d’ ERK permettrait le déclenchement d’une voie intrinsèque d’apoptose, ce qui 
expliquerait la diminution de la prolifération remarquée lors des traitements avec les 
molécules CAR10 et PDC113.824. Il serait bien d’évaluer cette possibilité dans des études 
futures en vérifiant si, par exemple, l’abolition de l’activité d’ERK avec des inhibiteurs tels 
le PD98059 en présence ou en l’absence de PDC113.824 ou de CAR10 affecterait la 
prolifération des cellules cancéreuses colorectales.  
Ainsi, notre étude sur la modulation du récepteur FP dans les cellules 
d’adénocarcinomes colorectaux a permis de déterminer que les molécules PDC113.824 et 
son analogue, la molécule CAR10.0, permettaient de moduler deux différentes voies de 
signalisation. Lorsqu’utilisées en prétraitement suivi d’une stimulation à la PGF2α, ces 
molécules affectent négativement la protéine Gα12⁄13 en diminuant l’activation de la voie 
RhoA-ROCK, importante lors de la migration cellulaire induite par la stimulation du 
récepteur FP. De plus, le PDC113.824 et le CAR10.0 sont capables de moduler 
positivement une seconde protéine G, la protéine Gαq. Ces molécules permettent de 
potentialiser la voie de signalisation découlant de l’activation de cette protéine G. Ainsi, la 
voie PKC-MAPK est potentialisée sous l’action de ces molécules, ce qui permet d’inhiber 
la prolifération cellulaire, en affectant la phosphorylation de la β-caténine. 
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Figure 46. Effet des molécules PDC113.824 et CAR10.0 sur la signalisation du récepteur FP dans le cancer 
colorectal 
Les molécules PDC113.824 et CAR10.0 affectent deux voies de signalisation induites par la stimulation du 
récepteur FP. Ces molécules potentialisent la voie Gαq et l’activation subséquente des MAPKs. De plus, les 
effets de ces molécules sur l’activité de la protéine PKC affectent la dégradation de la β-caténine. Une 
seconde voie est aussi modulée par ces molécules, ici la voie Gα12/13. Ces molécules diminuent le couplage de 
cette protéine G et ainsi affectent le niveau d’activation des protéines RhoA-ROCK, protéines importantes 
dans le processus de migration cellulaire. 
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V.4.3 CAR10.0 : une molécule au pouvoir anti- cancéreux 
 Les essais dans un modèle in vivo nous ont confirmé les effets antiprolifératifs de 
l’analogue du PDC113.824, le CAR10.0 (Figure 44). Il a pu être constaté que l’utilisation 
en prétraitement de la molécule CAR10.0 sur des cellules CT26, qui ont été par la suite 
injectées dans le flanc de souris, permettait de diminuer de manière drastique la formation 
de tumeurs colorectales. Le fait que seulement le groupe prétraité au CAR10.0 possédait de 
plus petites tumeurs en comparaison aux tumeurs des autres groupes nous laisse croire que 
la molécule CAR10.0 agit plus efficacement à faible dose lorsqu’administrée en 
prophylaxie. Il est vrai que le modèle illustré serait inconcevable dans le milieu médical, 
car il serait impossible de faire un prétraitement de cellules cancéreuses avant le traitement 
initial. La dose utilisée tout au long des expériences in vivo était de 10 µM. Il se peut que 
cette dose fût trop faible. Il faudrait donc pousser nos recherches pour essayer de 
déterminer si le CAR10.0 pourrait posséder un effet anti-tumoral à lui seul sur des 
cellules CT26 non prétraitées. Des études doses réponses devront donc être effectuées avec 
des doses plus élevées de CAR10.0 pour voir s’il y aurait un effet sur la tumorigénèse. 
Nous pouvons croire que l’utilisation du CAR10.0 en prétraitement permet de bloquer les 
effets de l’environnement cellulaire CT26 lorsque celles-ci sont injectées. Nous pouvons 
penser que lors du prétraitement des cellules CT26 avec la molécule CAR10.0, cela 
permettrait de diminuer l’activité de la β-caténine au noyau induit par une stimulation des 
cellules CT26 par la PGF2α, comme remarqué dans les essais de rapporteur luciférase dans 
la figure 43C, ce qui pourrait permettre une diminution de plusieurs gènes régulés par la β-
caténine -TCF, tel le gène de la COX-2. 
Une étude récente a permis de démontrer que la β-caténine permet la stabilisation de 
l’ARN messager de la cyclooxygénase 2 en interagissant avec les éléments riches en AU 
(AU-rich elements), dans la région proximale non traduite 3’ du génome, région servant à 
la dégradation rapide de l’ARN messager (Lee et al., 2006). D’autres études ont conclu que 
le promoteur minimal pour COX2 contient un domaine de réponse TCF-LEF, dans la 
progression du cancer gastrique directement liée à la signalisation de la voie Wnt-β- 
caténine. Ces résultats pourraient ainsi démontrer une boucle d’activation entre la β-
caténine et la COX-2, favorisant ainsi la prolifération cellulaire (Nunez et al., 2011). Ces 
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données donneraient peut-être une explication de CAR10.0 dans un modèle in vivo. Le fait 
que CAR10.0 semble affecter la transcription génique découlant de la translocation au 
noyau de la β-caténine nous pousse à croire en ce lien. Ainsi, la diminution de la formation 
de COX-2 pourrait affecter négativement la formation de PGF2α par la tumeur, permettant 
ainsi une diminution de la croissance tumorale dans la souris. De plus, les doses de 
CAR10.0 injectées au cours du protocole d’injection pourraient permettre de diminuer les 
effets de la prostaglandine PGF2α au cours de la formation tumorale.  
Par contre, nous remarquons une inefficacité de la molécule CAR10.0 à bloquer 
entièrement la formation de tumeurs colorectales. Il se peut que cela soit dû à la 
concentration utilisée lors des expériences, qui aurait pu être trop faible pour abolir 
entièrement la formation de tumeurs. Il se peut aussi que la potentialisation des MAPKs par 
le CAR10.0 jouerait un rôle important dans la formation de tumeurs dans ce modèle. En 
effet, il est écrit dans la littérature que l’activation de la voie de signalisation ERK-MAPK 
permet d’induire une activité de la protéine cycline D, engendrant la division cellulaire. De 
plus, l’activation d’ERK et de MAPK permettent la phosphorylation de facteurs de 
transcription de gènes importants dans la prolifération cellulaire et contre l’apoptose 
cellulaire {Fang, 2005 #430}. Il faudrait donc pousser un peu plus en détail le rôle des 
MAPKs dans ce modèle et voir de quelle manière ceux-ci affectent ou non la formation de 
tumeurs par des essais expérimentaux plus poussés. 
Nous avons préféré faire des injections intratumorales, car nous ne connaissions pas 
les effets systémiques de la molécule CAR10.0. De plus, nous voulions offrir une 
administration locale de cette molécule, directement sur les tumeurs colorectales. Pour 
approfondir notre recherche dans un modèle in vivo de cancer colorectal, il nous faudrait 
développer un modèle possédant des tumeurs métastasiques au niveau des poumons ou du 
foie. En effet, le taux de mortalité relié au cancer colorectal est associé à la forme 
métastasique de ce cancer. Plus de 25 % des patients se présentant pour une évaluation 
clinique possèdent déjà des tumeurs métastasiques et plus de 50 % des patients présenteront 
des métastases lors du traitement contre le cancer colorectal (Mohammad et al., 2009; 
Steele et al., 1989). Ainsi, les prochains essais devront être effectués dans un modèle in 
vivo plus représentatif du cancer colorectal, c’est-à-dire au niveau du foie et des poumons. 
Des injections de cellules CT26 par la veine de la queue pour un modèle de métastase du 
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poumon et une injection intra-splénique ou par la veine porte pour la visualisation d’un 
modèle de métastase hépatique seraient des moyens d’obtenir des résultats sur l’effet des 
molécules allostériques sur le cancer colorectal de type métastatique.  
En plus des essais effectués dans un modèle murin de cancer colorectal, d’autres 
pathologies pourraient bénéficier des bienfaits des modulateurs allostériques du récepteur 
FP. Il serait bien d’essayer ces molécules sur le cancer de l’endomètre, par exemple. On sait 
que ce cancer possède des niveaux élevés de récepteur FP et de production de 
prostaglandine PGF2α. Ainsi, les molécules PDC113.824 et CAR10.0 pourraient posséder 
des effets similaires sur la migration, la prolifération cellulaire et le développent de tumeurs 
d’adénocarcinomes endométriaux. 
Ainsi, le PDC113.824 et son analogue le CAR10.0 peuvent être décrits comme des 
modulateurs allostériques du récepteur FP, pouvant agir sur différentes phases de la 
carcinogenèse colorectale. Ces molécules agissent de deux manières distinctes sur deux 
voies de signalisation activées par la stimulation du récepteur FP. Ces molécules permettent 
une modulation négative de la voie RhoA-ROCK affectant ainsi la migration cellulaire 
induite par une stimulation des cellules avec la PGF2α. De plus, ces molécules agissent en 
modulant positivement la voie PKC-MAPK, en augmentant la signalisation de cette voie, 
tout en permettant d’affecter négativement la prolifération cellulaire en diminuant l’activité 
de la protéine β-caténine. Par conséquent, le PDC113.824 et le CAR10.0 possèdent le 
pouvoir d’agir en modulateur allostérique spécifique pour le récepteur FP et permettent de 
biaiser les voies de signalisation activées par la prostaglandine PGF2α. 
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Conclusion 
L’étude sur la caractérisation du récepteur FP et de la prostaglandine PGF2α  nous a 
permis de mieux comprendre le fonctionnement de ce récepteur dans diverses 
pathophysiologies telles l’accouchement préterme et le cancer colorectal. Nous avons aussi 
pu, lors de cette étude, synthétiser de nouvelles molécules agissant sur le récepteur FP. Ces 
nouvelles molécules serviront de gabarit pour synthétiser d’autres molécules sur le modèle 
de ces synthèses. De plus, les informations de ces études sur la mécanique découlant de la 
signalisation biaisée par l’effet d’un modulateur allostérique vont permettre, dans le futur, 
de mettre en lumière l’action de la prostaglandine PGF2α dans le cancer colorectal, car peu 
de recherches ont été effectuées dans le passé sur l’effet de cette prostaglandine dans la 
carcinogenèse colorectale. 
Les modulateurs allostériques représentent une percée prometteuse dans le monde 
pharmaceutique. L’utilisation de ces molécules possède des avantages thérapeutiques 
intéressants comparativement à ceux des médicaments présentement sur le marché. Ce sont 
des molécules qui peuvent être utilisées à des concentrations saturables, car leurs effets 
peuvent se produire seulement si le ligand endogène du récepteur est présent. De plus, 
l’utilisation de modulateurs allostériques permet de réduire les effets secondaires que l’on 
pourrait rencontrer avec un autre type de ligands. Ainsi, la mise au point de ligands 
permettant l’activité des voies de signalisation de manière biaisée permet aussi de 
sélectionner spécifiquement un récepteur. D’autres modulateurs allostériques sont 
présentement sur le marché, mais malgré cela, la découverte de modulateurs allostériques 
reste un défi de taille et ce marché mérite d’être exploité davantage.  
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